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El  síndrome  de  Ellis‐van  Creveld  (EvC;  MIM  225500)  es  una  enfermedad 
autosómica recesiva que afecta al desarrollo, la cual combina anormalidades esqueléticas 




algunas  mutaciones  heterocigotas  en  el  último  exón  de  EVC2  que  dan  lugar  a  un 
síndrome  autosómico  dominante  denominado  Weyers  Acrofacial  Dysostosis  (Weyers; 
MIM  #  193530).  Los  pacientes  diagnosticados  con Weyers manifiestan  características 
clínicas muy  similares  a  las del  síndrome de EvC,  aunque de menor  gravedad. En esta 
tesis hemos llevado a cabo el análisis molecular de un número considerable de pacientes 
diagnosticados  con  EvC  o Weyers,  lo  que  nos  ha  permitido  identificar  31 mutaciones 
nuevas en EVC y EVC2, incluidas 2 mutaciones dominantes Weyers en el último exón de 
EVC2. En este trabajo describimos por primera vez  individuos con mutaciones en EVC y 




individuos  con  la  deleción  en  ambos  cromosomas  presentan  EvC  junto  con  un  ligero 
retraso  mental.  Por  otro  lado,  mediante  experimentos  en  cultivo  celular  en  los  que 
usamos  variantes murinas  de mutaciones  dominantes  de  EVC2,  demostramos  que  el 
mecanismo  molecular  subyacente  al  síndrome  de  Weyers  es  una  alteración  en  la 
respuesta a  las señales Hh, y  revelamos por primera vez un papel de Evc2 en esta vía. 
Anteriormente se había publicado que  Evc se localiza en el cilio primario y es requerido 
en  la  vía de Hedgehog.  Finalmente hemos  llevado  a  cabo un estudio exhaustivo de  la 
placa  de  crecimiento  embrionaria  de  los  huesos  largos  y  sincrondrosis  craneales  del 











































Ellis‐van  Creveld  syndrome  (EvC;  MIM  225500)  is  a  rare  autosomal  recessive 
chondroectodermal dysplasia which affects development of the skeleton, nails and teeth. 
60%  of  EvC  cases  are  also  found with  congenital  heart  defects.  Patients with  EvC  are 
characterized with mutations either  in EVC or EVC2, the majority of which result  in the 
introduction of premature  termination codons. While most of  the mutations  in EVC or 
EVC2 are  recessive,  there are specific mutations  in  the  last exon of EVC2 which,  in  the 
heterozgyous state, are responsible for the autosomal dominant disorder named Weyers 
Acrofacial Dysostosis  (Weyers; MIM # 193530). Weyers patients have  features  that are 
similar to, but milder than, EvC patients.  In this thesis we have conducted an extensive 
molecular analysis of EvC and Weyers patients  that has allowed us  to  identify 31 new 
mutations in EVC and EVC2, including 2 new dominant Weyers mutations. In addition we 
have  detected  2  families  with  simultaneous  mutations  in  EVC  and  EVC2  owing  to  a 
contiguous  gene  deletion  (STK32B‐EVC)  involving  EVC,  EVC2  and  the  adjacent  genes 
STK32B  and  C4orf6.  Of  note  this  is  the  first  time  that  individuals  with  simultaneous 
mutations  in EVC and EVC2 have been reported. We demonstrate  that  in both  families 
the  deletion was  caused  by  a  recombination  event  between  two  neighboring  LINE‐1 
retrotransposons.  While  heterozygous  individuals  for  the  STK32B‐EVC  deletion  are 
asymptomatic, patients who were homozygous for the deletion had EvC and a borderline 
IQ,  suggesting  that  this  rearrangement  could  be  associated  with  slight  mental 
retardation. In addition cell culture experiments using murine variants of EVC2 mutations 
demonstrated  that  the  molecular  mechanism  underlying  Weyers  syndrome  is  a 
diminished response to Hh signals. These experiments also revealed for the first time an 
involvement of Evc2  in Hh signaling. Earlier publications had shown that Evc  localizes at 
the  primary  cilium  and  that  is  required  for  Hedgehog  signaling.  Finally  we  have 
thoroughly  analyzed  the  embryonic  growth  plate  of  the  long  bones  and  cranial 
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El  síndrome  de  Ellis‐van  Creveld  (EvC;  MIM  #  225500)  o  displasia 
condroectodérmica  es  una  enfermedad  rara  autosómica  recesiva,  que  afecta  al 
desarrollo y cuya prevalencia en  la población es de aproximadamente 7 casos por cada 
millón  de  nacimientos  (Stoll  et  al.,  1989).  No  obstante,  en  poblaciones  con  elevada 
consanguinidad, como en el caso de  la comunidad Amish de Pensilvania, el número de 
afectados  asciende  a  5  casos  por  cada  1.000  nacimientos  (McKusick  et  al.,  1964).  La 
primera descripción clínica de EvC data de 1940 y fue realizada por Richard Ellis y Simon 
van  Creveld  al  documentar  tres  niños  diagnosticados  con  condrodisplasia,  uñas 











Los  pacientes  con  EvC  se  caracterizan  por  defectos  a  nivel  del  esqueleto  y  la 
ectodermis.  Las  características  esqueléticas  incluyen:  estatura  baja  desproporcionada  
debido al acortamiento de  los huesos  largos de  las extremidades, principalmente en su 
porción  distal  (talla  final  1.0m‐1.5m);  tórax  estrecho  por  acortamiento  de  las  costillas 
(figura  1B);  y  polidactilia  postaxial bilateral  en manos  y  en  ocasiones  también  en  pies 
(10%  de  los  casos  aproximadamente)  (figura  1D)  (McKusick  et  al.,  1964).  Los  estudios 
radiológicos  demuestran  la  existencia  de  huesos  tubulares  cortos;  pelvis  poco 
desarrollada en  su  región  supracetabular  (pelvis en  tridente); hipoplasia de  las epífisis 






Los defectos en  la ectodermis afectan a uñas y dientes, siendo  la distrofia de  las 
uñas un rasgo distintivo de los pacientes con EvC (figura 1C). Las anormalidades dentales 









Giknis,  1963),  siendo  lo  más  común  la  existencia  de  una  aurícula  única  como 
consecuencia  de  la  formación  incorrecta  del  tabique  interauricular  (figura  1E). 
Adicionalmente  se  han  descrito  pacientes  con  defectos  en  el  tabique  interventricular, 
transposición de  las grandes arterias, atresia de  la válvula tricúspide, conexión anómala 
de  la vena pulmonar y estenosis de  la arteria pulmonar entre otras  (Hills et al., 2011). 
Ocasionalmente EvC puede ser una causa de letalidad neonatal, de hecho de los 52 casos 
estudiados por McKusick, 30 murieron a los 6 meses de vida por problemas respiratorios 




Figura  1.  Características  clínicas  de  pacientes  afectados  con  EvC.  A:  genu  valgo.  B:  tórax 
estrecho  debido  al  acortamiento  de  las  costillas.  C:  distrofia  en  las  uñas.  D:  polidactilia 







médicos  y  quirúrgicos  adecuados mejoran  la  calidad  de  vida  de  estos  pacientes.  Por 
ejemplo, la ortopedia puede corregir las deformidades óseas asociadas al “genu valgo” y 






Weyers  Acrofacial  Dysostosis  (Weyers;  MIM  #  193530)  es  una  enfermedad 
autosómica dominante descrita por primera vez en 1952 por H. Weyers  (Weyers, 1952) y 
cuyas características clínicas son similares a EvC pero de menor gravedad. Los pacientes 
Weyers  presentan  polidactilia  postaxial  en  ambas manos,  uñas  distróficas  y  defectos 
dentales  (dientes  pequeños  e  irregulares,  único  incisivo  central  o  hipodoncia),  sin 
embargo se  diferencian de los afectados con Evc, en que su estatura se sitúa en el límite 
inferior de la media de la población control y tampoco se han detectado malformaciones 
cardiovasculares  en  afectados  con Weyers  (Howard  et  al.,  1997;  Ye  et  al.,  2006).  La 
prevalencia de Weyers es mucho menor que  la de EvC,  siendo muy pocas  las  familias 
descritas  con  este  síndrome  en  la  literatura  (Curry  and  Hall,  1979;  Roubicek  and 
Spranger, 1984; Ruiz‐Perez et al., 2000; Shapiro et al., 1984; Ye et al., 2006). Hoy se sabe 




La  identificación  de  los  genes  responsables  de  EvC  se  llevó  a  cabo  mediante 
clonación  posicional.  Inicialmente  el  locus  de  EvC  se  mapeó  en  el  brazo  corto  del 
cromosoma 4 entre  los marcadores D4S2957 y D4S827 mediante análisis de  ligamiento 
en 9 pedigrís de la comunidad Amish y en 3 familias de Méjico, Ecuador y Brasil (Ide et al., 












al  haberse  descubierto  con  anterioridad mutaciones  en  el  homólogo  bovino  de  EVC2 
(Limbin)  en  una  raza  de  ganado  vacuno  afectada  con  condrodisplasia  (Takeda  et  al., 
2002). 
EVC  (MIM # 604831)  contiene 21 exones  codificantes distribuidos a  lo  largo de 
120 kb y produce dos variantes de ARNm  las cuales dan  lugar a dos proteínas de 992 ó 
993 aminoácidos debido a un procesamiento (splicing) alternativo de su último exón. El 
splicing  alternativo  del  último  exón  está  conservado  en  ratón  y  produce  en  este 
organismo dos  transcritos cuyos productos proteicos difieren en 13 aminoácidos  (Ruiz‐

















El  análisis  de  la  secuencia  de  las  proteínas  EVC  y  EVC2  con  programas  de 
predicción  de  motivos  estructurales  proteicos  muestra  que  ambas  tienen  dominios 
transmembrana (uno en EVC y dos en EVC2) y varias regiones de estructura coiled‐coiled. 























(Ali  et  al.,  2010; Chen  et  al.,  2010; Ruiz‐Perez  and Goodship,  2009;  Shen  et  al.,  2011; 
Umm et al., 2010). El espectro de mutaciones en ambos genes es  idéntico y consiste en 
sustituciones  puntuales  de  nucleótidos  que  introducen  codones  de  terminación 






de  aminoácidos  (missense)  (figura 3)  (Galdzicka et  al., 2002; Ruiz‐Perez  and Goodship, 
2009;  Ruiz‐Perez  et  al.,  2000;  Ruiz‐Perez  et  al.,  2003;  Tompson  et  al.,  2007).  En 






lugar  en  la  célula  (Gehring  et  al.,  2009; Hentze  and  Kulozik,  1999; Nagy  and Maquat, 
1998).  





contiguo  al  de  la  deleción  c.3793delC  que  están  descritas  en  esta  tesis  (c.3797T>A  y 
c.3797T>G).  Todas  las mutaciones Weyers  encontradas  hasta  ahora  en  EVC2  originan 











Para  conocer  la  función  de  Evc  se  generó  un  modelo  experimental  en  ratón 
(knockout) en el que el exón 1 de Evc  fue  sustituido por el gen  reportero LacZ, el cual 
queda bajo  la dirección del promotor de Evc. La tinción con X‐gal en embriones Evc+/‐ y 
Evc‐/‐ demostró que Evc,  se expresa principalmente en el hueso en crecimiento y en  la 
región  orofacial,  coincidiendo  con  los  tejidos  en  los  que  se manifiesta  la  enfermedad. 
Macroscópicamente  los  ratones  Evc‐/‐  reproducen  el  fenotipo  esquelético  de  los 
pacientes y presentan huesos y costillas cortas junto con defectos dentales en incisivos y 
molares,  sin  embargo  no  desarrollan  polidactilia,  un  rasgo  constante  en  los  pacientes 
EvC, ni poseen malformaciones cardíacas aparentes (Ruiz‐Perez et al., 2007). 
 El posterior análisis histológico de la placa de crecimiento de embriones Evc‐/‐ con 
fondo  genético híbrido C57BL/6J;  129  reveló  anormalidades propias de otros modelos 
murinos en los que la vía de señalización de Indian Hedgehog (Ihh) está reprimida (Long 
et al., 2004; Razzaque et al., 2005;  St‐Jacques et al., 1999),  sugiriendo así que   Evc  se 
requiere para  el  funcionamiento  correcto de esta  ruta.  Esto  fue  confirmado mediante 
estudios de hibridación  in situ (HIS), en  los que se demostró que  la expresión de  Ihh en 
los condrocitos hipertróficos de  la placa de crecimiento de  los huesos  largos de ratones 





















tanto  en  organismos  unicelulares  eucariotas  como  en  organismos multicelulares más 
complejos  cuya estructura básica  consiste en un  axonema  rodeado de una membrana 
plasmática  especializada  (Goetz  and  Anderson,  2010).  El  axomena  está  formado  por 
nueve dobletes de microtúbulos periféricos y una pareja de microtúbulos centrales (9+2), 
que en  algunos  casos pueden estar  ausentes  (9+0),  y descansa  sobre un  cuerpo basal 
constituido  por  nueve  tripletes  de  microtúbulos  embebidos  en  matriz  pericentriolar. 
Entre el axonema y el  cuerpo basal  se encuentra  la  zona de  transición que permite el 
anclaje  del  cilio  a  la  membrana  plasmática  (Cardenas‐Rodriguez  and  Badano,  2009; 
Fliegauf et al., 2007; Pedersen et al., 2008; Pedersen and Rosenbaum, 2008;). Se pueden 
identificar  dos  tipos  principales  de  cilios:  los  considerados móviles  cuya  estructura  es 
9+2, como  los cilios del tracto respiratorio, y  los  inmóviles con estructura 9+0, como el 
monocilio  o  cilio  primario  presente  en  la  casi  totalidad  de  las  células  de  vertebrados 
(Fliegauf et al., 2007). No obstante existen algunas excepciones a esta norma y así existen 
cilios 9+0 móviles, como los del nodo embrionario; o cilios con estructura 9+2 inmóviles 
como el quinocilio de  las células epiteliales de  la cóclea (Fliegauf et al., 2007). Entre  los 
dobletes de microtúbulos del axonema,  los cilios móviles poseen brazos de dineína que 








el  citoplasma,  por  lo  que  están  provistos  de  un  sistema  de  transporte  de  proteínas 
denominado  sistema  de  transporte  intraflagelar  (IFT),  el  cual  utiliza  unidades motoras 







El    transporte  anterógrado,  es  decir,  desde  la  base  del  cilio  hasta  su  extremo 
distal, es  llevado a  cabo a  través del  complejo proteico  IFTB, el  cual está  formado por 






complejo  IFTA depende del sistema motor dineína citoplasmática  tipo 2,  integrado por 




Figura  4.  Estructura  del  cilio.  Esquema  gráfico  donde  se  representan  los  diferentes 











et  al.,  2008;  Singla  and  Reiter,  2006).  Un  ejemplo  representativo  es  el  de  las  células 
fotorreceptoras  de  la  retina,  las  cuales  son  neuronas  sensoriales  muy  especializadas  
divididas  en  dos  compartimentos  funcional  y morfológicamente  distintos,  que  son  el 
segmento  interno y el externo. El segmento  interno posee  la maquinaria de biosíntesis 
proteica, y el segmento externo ó fotosensitivo, es un cilio primario modificado en el que 
se acumula el pigmento fotosensible,  la rodopsina, necesaria para  la transducción de  la 





el descubrimiento de un   número  creciente de enfermedades humanas  y murinas,  las 
cuales son producidas por defectos en proteínas localizadas en esta estructura y que hoy 
se  conocen  con  el  nombre  genérico  de  ciliopatías.  Algunos  ejemplos  de  este  tipo  de 
enfermedades  son  el  síndrome  de  Bardel‐Biedl  (BBS; MIM  #  209900),  el  síndrome  de 
Joubert (JBTS; MIM # 213300), el síndrome de Meckel (MKS; MIM # 249000), el síndrome 
de  Jeune  (JATD; MIM  #  208500)  o  los  síndromes  de  riñón  poliquístico.  Las  ciliopatías 
afectan a un número considerable de órganos e incluyen un amplio espectro de defectos  
entre  los  que  se  encuentran:  malformaciones  del  sistema  nervioso  central,  quistes 
renales, diabetes, malformación de  las gónadas, malformación cardíaca, retraso mental, 











de  la  biología  del  desarrollo  (Nusslein‐Volhard  and  Wieschaus,  1980),  ya  que  está 
implicada en  la morfogénesis de prácticamente  todos  los  tejidos  y órganos de  la  gran 
mayoría de organismos (McMahon et al., 2003). El esquema básico de funcionamiento de 
esta ruta consta de un componente secretor en el que se sintetizan las moléculas Hh, las 
cuales  son exportadas al exterior  y difunden en  forma de  gradiente hasta  alcanzar un 
componente receptor en el que a través de  la acción de  los factores de transcripción Ci 




traducen  en  consecuencias  drásticas  para  el  feto  como  holoprosencefalia, 
microencefalia, anormalidades craniofaciales o defectos en  la esqueletogénesis  (Cohen, 
2010).  Esta  ruta  también  está  fuertemente  asociada  a  cáncer,  ya  que mutaciones  en 
algunos  de  sus  componentes,  como  en  PATCHED1  (Hahn  et  al.,  1996;  Johnson  et  al., 




de  cánceres  humanos  de  piel,  cerebro,  pulmón,  próstata,  páncreas  y  tracto 
gastrointestinal cuyo origen es diverso  (Cohen, 2010; Li et al., 2011; Rohatgi and Scott, 









terminal  (HhN)  por  autoprocesamiento.  A  continuación,  el  fragmento  HhN  sufre  dos 







Las  moléculas  Hh  son  entonces  secretadas  al  espacio  extracelular  con  ayuda  de  la 
proteína  de membrana  Dispatched  (Disp)  (Kawakami  et  al.,  2002; Ma  et  al.,  2002)  y 
difunden mediante un proceso en el que participan los proteoglicanos de heparán sulfato 
hasta alcanzar la célula receptora (The et al., 1999; Zhu and Scott, 2004). La unión de Hh 
a  su  receptor  está  facilitada  por  proteínas  de membrana  que  incrementan  la  afinidad 









Ci  favorece  la  fosforilación  de  la  forma  larga  de  Ci  (Ci155),  lo  que  estimula  su 
ubiquitinación y posterior procesamiento vía proteasoma hacia su forma represora (Ci75 
o  CiR)  (figura  5A)  (Aza‐Blanc  et  al.,  1997;  Jia  et  al.,  2005;  Jiang  and  Struhl,  1998; 
Smelkinson and Kalderon, 2006; Zhang et al., 2005). 
Cuando  el  ligando  Hh  se  une  al  receptor  Ptch1,  éste  deja  de  inhibir  a  Smo 
permitiendo su activación a través de la hiperfosforilación por PKA y CK1 de 26 residuos 
de  serina/treonina  de  su  extremo  citoplasmático  carboxilo  terminal.  Esto  hace  que  el 
complejo  de  proteínas  Cos2‐Sufu‐Fu  se  una  al  extremo  carboxilo  de  Smo,  liberando  a 
Ci155 y evitando  su  fosforilación. De esta manera  se bloquea  la  formación de CiR y  se 

















En  vertebrados existen  tres  genes Hh: Desert Hedgehog  (Dhh), esencial para el 
desarrollo  de  los  nervios  periféricos  y  la  espermatogénesis;  Sonic  Hedgehog  (Shh), 
involucrado en el establecimiento del patrón de simetría  lateral, el eje antero‐posterior 
de las extremidades y el desarrollo del sistema nervioso central; e Indian Hedgehog (Ihh), 
el  cual  dirige  el  proceso  de  osificación  endocondral.  Asimismo  existen  tres  factores 
transcripcionales equivalentes a Ci denominados Gli1, Gli2 y Gli3 (McMahon et al., 2003). 
Mientras  que  Gli1  actúa  como  activador  transcripcional,  Gli3  y  Gli2,  al  igual  que  Ci, 
pueden  ser  procesados  a  su  forma  represora  y  consecuentemente  pueden  ejercer  un 
papel  dual  como  activadores  o  represores  de  la  transcripción.  (Bai  and  Joyner,  2001; 
Buttitta et al., 2003; Huntzicker et al., 2006;  Litingtung et al., 2002; McDermott et al., 
2005; Pan et al., 2006; Wang et al., 2000). 
El  proceso  de  transducción  de  las  señales  Hh  en  vertebrados  es  similar  a  lo 
descrito para Drosophila pero difiere esencialmente en la participación del cilio primario 












los  cuales  carecían  de  cilios  primarios  en  el  nodo  embrionario,  mostraban  defectos 
estructurales  típicos  de  una  señalización  Hh  alterada  (Huangfu  et  al.,  2003). 






que en ausencia de señal, Ptch1 se  localiza en el cilio primario e  inhibe  la activación de 
Smo por un mecanismo aún desconocido en el que  se  cree que  intervienen moléculas 
pequeñas (Bijlsma et al., 2006; Corcoran and Scott, 2006). Como consecuencia  la forma 
no  procesada  de  Gli3  (Gli3‐FL)  se  encuentra  unida  a  la  proteína  Sufu,  formando  un 
complejo  inhibidor  que  estimula  la  formación  vía  proteasoma  de  su  forma  represora 
(Gli3‐R). La fosforilación de Gli3‐FL por  las quinasas PKA, GSK3β y CK1 también favorece 


























A  pesar  que  se  trata  de  una  ruta  con  un  alto  grado  de  conservación  evolutiva 
existen varias diferencias entre  vertebrados e invertebrados, además de la participación 
del cilio primario ya comentada. Una de ellas consiste en que mientras que la activación 
de  Smo  en  Drosophila  está  acoplada  a  la  hiperfosforilación  de  su  extremo  carboxilo 
terminal por las quinasas  PKA y CK1 (Apionishev et al., 2005; Jia et al., 2004; Zhang et al., 
2004),  en  vertebrados  Smo  ha  perdido  los  sitios  de  fosforilación  de  PKA  y  uno  de  los 
dominios de unión a Cos2 (Jia et al., 2003).  Igualmente  la proteína Fused,  la cual forma 
un complejo con Cos2 y es fundamental para la vía de Hh en Drosophila, no parece jugar 
un  papel  importante  en  vertebrados,  como  demuestran  los  mutantes  murinos  para 
Fused,  los  cuales  no  manifiestan  alteraciones  en  la  vía  de  Hh  (Chen  et  al.,  2005b; 
Merchant et al., 2005). Por último, la proteína Sufu es uno de los principales reguladores 




lo  que  desencadena  el  procesamiento  de Gli3‐FL  a Gli3‐R,  el  cual  reprime  la  transcripción  de 
genes diana. B: Hh  se une a Ptch1 y abandona el  cilio permitiendo  la entrada de Smo,  lo que 










Los  huesos  del  esqueleto  de  los  vertebrados  se  originan  a  partir  de  la 
diferenciación de  células mesequimales mediante dos procesos distintos denominados 
osificación intramembranosa y osificación endocondral. En el primero de ellos, las células 
mesenquimales  embrionarias  se  diferencian  directamente  a  osteoblastos  y  está 
restringido a los huesos planos de la parte superior del cráneo y la clavícula (Olsen et al., 
2000). El segundo es el mecanismo por el que se forman la mayor parte de los huesos del 




La  osificación  endocondral  comienza  en  etapas  tempranas  del  embrión  con  la 
condensación de células mesenquimales en los diferentes puntos de la esqueletogénesis, 
tras  lo  cual  dichas  células  se  diferencian  a  condrocitos  formando  los  moldes 
cartilaginosos  de  los  futuros  huesos  (figuras  7A  y  7B)  (Kronenberg,  2003).  Una  vez 
diferenciados,  los condrocitos proliferan activamente y secretan una matriz extracelular 
rica en  colágeno  tipo  II, mientras que  las  células que  rodean al molde  cartilaginoso  se 
diferencian  en  una  estructura  denominada  pericondrio,  formada  por  células 




matriz  extracelular.  Los  condrocitos  hipertróficos  también  secretan  otros  factores 









del  hueso  en  la  que  los  condrocitos  se  dividen  más  lentamente),  proliferativos  e 
hipertróficos, que constituyen lo que se conoce como la placa de crecimiento (figura 7E). 
La proliferación continuada de condrocitos dentro de la placa, seguida de su hipertrofia y 

















Aunque  son  muchas  las  moléculas  y  rutas  involucradas  en  el  desarrollo  del 
esqueleto, Ihh es el principal regulador de  la formación del hueso. Las moléculas de Ihh 
son sintetizadas por  los condrocitos prehipertróficos y una vez secretadas difunden a  lo 
largo  de  la  placa  de  crecimiento  generando  un  gradiente  de  señal  que  coordina  la 
diferenciación y proliferación de  los condrocitos, así como  la osificación del pericondrio 
(Kronenberg,  2003).  Por  un  lado  Ihh  actúa  sobre  los  condrocitos  periarticulares 
estimulando  la expresión de PTHrP,  la cual a su vez difunde hacia el centro del hueso y 
actúa  sobre  su  receptor  (Parathyroid  Hormone  1 Receptor,  PTH1R)  para  retrasar  la 
diferenciación de  los condrocitos proliferativos a hipertróficos y por tanto  la síntesis de 
Ihh  (figura  8)  (Vortkamp  et  al.,  1996).  De  esta  manera  se  establece  un  bucle  de 
retroalimentación  negativo  entre  PTHrP  e  Ihh  que  regula  la  diferenciación  de  los 
Figura 7. Proceso de osificación endocondral. A y B: condensación de células mesenquimales las 
cuales  se diferencian a  condrocitos  (c)  rodeados por el pericondrio  (p). C:  los  condrocitos del 
centro  se  hipertrofian  y  fomentan  la  invasión  vascular del  cartílago, mientras que  las  células 
pericondriales se diferencian a osteoblastos para formar el collar óseo (co). D:  los osteoblastos 
del pericondrio  acompañan  la  invasión  vascular del  cartílago  formando  la  esponjosa primaria 
(ep) E: en la región distal de hueso se forma la placa de crecimiento (pc), compuesta por capas 





condrocitos  a  lo  largo del eje  longitudinal del hueso  (Vortkamp et  al., 1996). Por otra 
parte se ha observado que Ihh también actúa estimulando la división de los condrocitos y 















Además  de  Ihh,  existen  otras  vías  de  señalización  que  regulan  la  osificación 
endocondral.  Una  de  ellas  es  la  señalización  de  los  factores  de  crecimiento  de 




la  placa  de  crecimiento  ya  que mutaciones  en  este  gen  son  responsables  de  distintos 
tipos de condrodisplasias en humanos (Bellus et al., 1995; Rousseau et al., 1994; Shiang 
et al., 1994; Tavormina et al., 1995). Por el  contrario  la  inactivación de FGR3 en  ratón 
provoca una elongación mayor de  lo habitual en  los huesos  largos  (Colvin et al., 1996; 
Deng et al., 1996). La ruta canónica Wnt/β‐catenina es otra vía de señalización clave en el 
desarrollo  del  hueso  porque  interviene  en  el  proceso  de  diferenciación  de  los 
osteoblastos, como pone de manifiesto el fenotipo de  los ratones condicionales para el 
gen  de  la  β‐catenina  en  los  que  las  células mesenquimales  que  deberían  dar  lugar  a 
osteoblastos se diferencian a condrocitos  (Day et al., 2005; Hill et al., 2005; Logan and 
Figura 8. Papel de Ihh en la osificación 
endocondral.  Ihh  estimula  la 
producción de PTHrP en  las células de 
la  zona  distal  del  hueso  (1).  PTHrP 
actúa  sobre  los  condrocitos 
proliferativos  manteniéndolos  en  ese 
estado  (2).  Ihh  también  actúa 
directamente  sobre  los  condrocitos 
columnares  estimulando  su  división  y 
sobre  las  células  pericondriales 
induciendo  su  diferenciación  a 
osteoblastos para formar el collar óseo 










pericondrio,  BMP2  y  ‐6  en  los  condrocitos  hipertróficos  y  BMP7  en  los  proliferativos 
(Minina et al., 2002; Minina et al., 2001). Finalmente otros genes clave en el desarrollo 
óseo son los  factores transcripcionales Runx2 (también llamado Cbfa1) (Otto et al., 1997; 
Komori, 1997) y Osterix (Nakashima et al., 2002),  los cuales son  imprescindibles para  la 
diferenciación  de  los  osteoblastos,  ó  Sox9  que  está  implicado  en  la  formación  de  las 
condensaciones mesenquimales previas a la formación de los moldes cartilaginosos y es 
un marcador de  los condrocitos proliferativos (Bi et al., 1999). En resumen  la formación 
del  hueso  es  un  proceso  complejo dirigido  por  Ihh  pero  en  el  que  interviene  un  gran 




























































































































































relacionadas, una  consanguínea de origen egipcio  con dos hijos  sanos y  tres afectados 
con EvC y bajo cociente  intelectual, y otra de origen  italiano con un  individuo  también 
diagnosticado con EvC y padres no emparentados.  
Al  analizar  el  probando  de  la  primera  familia  no  pudimos  amplificar  por  PCR 
ninguno  de  los  exones  de  EVC2  ni  los  11  primeros  exones  de  EVC,  lo  que  nos  hizo 
suponer,  al  tratarse  de  un  caso  consanguíneo,  la  existencia  de  una  deleción  en 
homocigosis de ambos genes. En el pedigrí italiano, la secuenciación de EVC y EVC2 en el 
ADN del afectado,  identificó sólo una mutación en homocigosis en el sitio 5´ de splicing 
del  intrón  8  de  EVC  presente  en  el  padre  pero  no  en  la  madre.  Para  entender  la 
homocigosidad  de  esta  mutación  llevamos  a  cabo  un  análisis  de  microsatélites  y 
observamos que tanto la madre como el afectado eran homocigotos para un fragmento 
del  cromosoma  4  en  el  cual  el  paciente  parecía  no  haber  heredado  alelos maternos, 
apuntando también a una deleción de ADN en el cromosoma materno.  
Demostramos  la existencia de  la deleción mediante un ensayo de hibridación  in 
situ  fluorescente  sobre metafases  de  las madres  e  hijos  afectados  de  ambos  pedigrís. 
Para ello utilizamos una sonda marcada de ARN sintetizada a partir de un BAC (500H20) 
correspondiente  a  la  región  delecionada  y  una  sonda  control  comercial  de  la  región 





determinar el  tamaño de  la deleción y  los puntos de  ruptura de este  reordenamiento, 
usamos  ADN  genómico  de  la  madre  italiana  y  de  uno  de  los  afectados  egipcios  y 
realizamos  una  hibridación  en  soporte  sólido  de  SNPs  utilizando  un  chip  Illumina 
(Illumina Hap550 BeadArrays chip). Este estudio demostró que ambas familias portaban 
una deleción de tamaño similar (520 kb) que involucra al mismo número de genes (EVC, 
EVC2,  STK32B  y C4orf6). A  continuación diseñamos parejas de primers en  las  regiones 
fronterizas de  las SNPs delecionadas y no delecionadas y mediante PCR  localizamos en 
ambas familias el punto de ruptura telomérico en un fragmento de 6 kb correspondiente 





un  hecho  de  recombinación  como  causante  de  la  pérdida  de  ADN.  Para  confirmarlo 
diseñamos primers específicos de secuencias únicas no delecionadas  flanqueantes a  los 
retrotransposones y realizamos PCR de larga de distancia en individuos portadores de la 
deleción  de  ambos  pedigrís.  Como  resultado  obtuvimos  un  fragmento  de  8.5  kb  cuya 
secuenciación  reveló  un  único  retrotransposón  procedente  de  la  fusión  de  los  dos 
localizados en los bordes de la deleción en ambas familias. Comparando las secuencias de 
referencia de las bases de datos de los elementos L1 telomérico y centromérico con la de 
los  elementos  L1  híbridos  de  cada  pedigrí  y  siguiendo  el  patrón  de  polimorfismos, 
observamos que el punto de recombinación entre  los dos LINE‐1 era diferente en cada 
familia, por lo que la deleción ocurrió de manera independiente en cada caso. 
Este  trabajo  describe  por  primera  vez  individuos  con mutaciones  en  EVC  y  en 
EVC2  simultáneamente  y  revela  que  la  inactivación  de  un  alelo  de  EVC  junto  con  la 
inactivación  de  un  alelo  de  EVC2  no  provoca  fenotipo.  Asimismo,  demuestra  que  la 
ausencia de alelos  funcionales de ambos genes no agrava  las características clínicas de 
EvC.  Por  otro  lado  es muy  posible  que  la  deleción  STK32B‐EVC  esté  asociada  a  bajo 
cociente  intelectual,  pero  puesto  que  por  RT‐PCR  observamos  que  todos  los  genes 
delecionados se expresan en cerebro no pudimos esclarecer qué gen o genes podrían ser 
responsables de dicho retraso. El fenotipo de  los homocigotos para  la deleción STK32B‐
EVC  indica que  la  inactivación de STK32B o C4orf6, dos genes de  función desconocida, 
conduce como máximo a un ligero retraso mental. 
La  doctoranda  llevó  a  cabo  los  experimentos  de  FISH,  la  amplificación  del 
fragmento de 8.5 kb resultante de la deleción en los pacientes y el diseño de los primers 
para  su posterior  secuenciación; el estudio y comparación de  la  secuencia nucleotídica 
entre  ambos  pedigrís  para  determinar  el  punto  exacto  de  ruptura  en  los 
retrotransposones así como el estudio de la expresión de los cuatro genes delecionados 
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 La  secuenciación  de  la  región  codificante  de  EVC  y  EVC2  en  uno  de  estos 
pacientes,  solo  detectó  una mutación  en  heterocigosis  de  origen materno  en  el  sitio 
donador  de  splicing  del  exón  8  de  EVC.  Sin  embargo  al  amplificar  por  RT‐PCR  un 
segmento de ADNc que abarca  los exones del 6 al 11 de EVC obtuvimos un patrón de 
fragmentos distinto en  la madre y en  la paciente, sugiriendo un defecto adicional en el 
procesamiento  del  ARNm  en  la  afectada.  Tras  secuenciar  dos  productos  de  RT‐PCR 
presentes sólo en la paciente comprobamos que habían incorporado un segmento nuevo 
de ADN  situado  entre  los  exones  7  y  8  de  EVC.  Para  entender  la  inclusión  del  nuevo 
segmento de ADN en EVC, amplificamos y secuenciamos en la paciente la región de ADN 
genómico correspondiente y encontramos un cambio heredado de su padre en el intrón 
7  que  generaba  un  sitio  donador  de  splicing  fuerte.  Por  lo  que  concluimos  que  la 
mutación paterna provocaba  la transformación de un pseudoexón de EVC en un nuevo 
exón, lo que fue corroborado mediante un ensayo in vitro.  
A  su  vez  hemos  llevado  a  cabo  el    análisis  de  mutaciones  en  3  familias  con 
fenotipo dominante Weyers. En una de ellas encontramos una deleción en heterocigosis 
ya descrita previamente en otro pedigrí (EVC2:c.3793delC, (Ye et al., 2006) y en las otras 
dos,  dos mutaciones  nonsense  nuevas  en  EVC2  (c.3797T>A  y  c.3797T>G)  también  en 
heterocigosis. En  los tres casos  las mutaciones se  localizan en el último exón de EVC2 y 
producen  una  proteína  truncada  carente  de  los  últimos  43  aminoácidos  (p.Evc2Δ43). 
Encontramos  interesante el hecho que  la mutación  c.3660delC,  la  cual  se  localiza  sólo 
133 nucleótidos aguas arriba del cambio que provoca Weyers y da lugar a una proteína a 
la que le faltan los últimos 87 aminoácidos (p.Evc2Δ87), sea heredada de forma recesiva 











mutación Weyers  tendría  un  efecto  sobre  esta  vía.  Postulamos  que  si  este  efecto  era 
específico  debería  distinguirse  del  de  la  mutación  recesiva  c.3660delC.  Para  ello 
generamos  variantes  murinas  de  EVC2:  salvaje  (p.Evc2wt)  y  las  equivalentes  a  las 
mutaciones  c.3660delC  (p.Evc2Δ87) y Weyers  (p.Evc2Δ43)  y  las  co‐transfectamos en  la 
línea celular de fibroblastos de ratón (NIH3T3) junto con un plásmido que contiene el gen 
de  la  luciferasa (Photinus pyralis) bajo el control de un promotor  inducible por  la vía de 
Hh  y  otro  plásmido  que  expresa  luciferasa  (Renilla  reniformis)  de manera  constitutiva 
como control de  la eficiencia de  la transfección. A continuación estimulamos  las células 
con un agonista químico de la vía de Hh (SAG) y medimos la actividad de luciferasa para 
conocer  el  grado  de  activación  de  la  ruta.  Este  ensayo mostró  un  incremento  en  la 





PCR que  identificaron  la mutación del  intrón 7 de EVC así como el ensayo  in vitro para 
demostrar  la  patogenicidad  de  la misma;  los  ensayos  de  qRT‐PCR  y  análisis mediante 
secuenciación  del  ADNc  obtenido  del  cultivo  de  los  fibroblastos  primarios  de  los 
pacientes. También puso a punto el sistema de co‐transfección y medición de la actividad 
de la luciferasa en cultivo y los experimentos correspondientes realizados con el mismo. 























































































































































los  huesos  largos  y  las  sincondrosis  craneales  en  ratones  Evc  ‐/‐  con  fondo  genético 
homogéneo  C57BL/6J  para  profundizar  en  el  conocimiento  de  la  patología  asociada  a 
EvC. 
Utilizando técnicas histológicas e HIS corroboramos la disminución de la expresión 
de  genes  diana  de  la  ruta  (Ptch1,  Gli1,  Pthrp  y  Hhip)  en  los  huesos  largos  de  las 
extremidades  superiores,  la cual había  sido observada anteriormente en  la  tibia de  los 
ratones  Evc‐/‐  de  fondo  genético mixto  (C57BL/6J;  129).  Sin  embargo  a  diferencia  del 
estudio anterior encontramos una disminución de  la proliferación en  los condrocitos de 





diferenciación  de  los  condrocitos  adyacentes  a  esa  región.  También  analizamos  el 
desarrollo del pericondrio una vez  formada  la placa de crecimiento  (E16.5) mediante  la 
expresión de marcadores de osteoblastos tempranos (Alkp, Col1a1 y Runx2), intermedios 
(Osx  y  Pth1r)  y  tardíos  (Ibsp  y Osp).  Este  análisis  demostró  que  el  extremo  distal  de 
expresión de estos genes se encuentra situado más cerca a la esponjosa primaria en los 
mutantes. No obstante  la  intensidad de hibridación de  los marcadores de osteoblastos 
era  similar  a  la  de  los  individuos  normales,  salvo  en  el  extremo  distal  del  frente  de 
osificación pericondrial (DBPO). Por tanto deducimos que Evc regula la diferenciación de 
osteoblastos  principalmente  en  la  región  DBPO  pero  es  prescindible  en  la  esponjosa 
primaria  o  en  regiones  del  pericondrio  más  maduras.  En  esta  región  también 
encontramos menor número de células positivas para Osx y la señal de genes diana de la 
ruta  β‐catenina  (Tcf1, Dkk1  y  Apcdd1)  es más  débil  (tanto Osx  como  la  ruta  de  la  β‐
catenina son fundamentales para  la diferenciación de  los osteoblastos). Posteriormente 
usando  un  anticuerpo  monoclonal  demostramos  mediante  western  blot  que  Evc  se 









responden  a Hh  en  el pericondrio.  En  los  embriones  Ptch1  +/‐;  Evc  ‐/‐  observamos  una 
disminución de  la actividad Ptch1‐LacZ respecto a  los embriones Ptch1 +/‐; Evc +/+ en  los 
condrocitos y en  los osteoblastos pero no en  las células  fibroblásticas de  las capas más 
externas del pericondrio, indicando que en esa región la vía de Hh no depende de Evc. 
Los huesos de la base cráneo también se forman por osificación endocondral pero 
presentan  placas  de  crecimiento  distintas  a  las  de  los  huesos  largos  denominadas 
sincondrosis.  Los  estudios  histológicos  demuestran  que  el  desarrollo  de  la  región 
basioccipital  de  los  ratones  Evc‐/‐  es  prácticamente  normal,  pero  existen  importantes 
defectos morfológicos en  la parte  frontal entre  los que cabe destacar  la ausencia de  la 
sincondrosis  intraesfenoidal,  la  presencia  de  un  orificio  en  el  centro  del  hueso 
basiesfenoides y una hendidura en  la  línea media a nivel del preesfenoides.   Mediante 
HIS e  inmunohistoquímica observamos que  las sincondrosis Evc‐/‐ presentan  los mismos 
defectos  descritos  en  los  huesos  largos,  como  retraso  en  la  diferenciación  de  los 







































































































































































































la  deleción  STK32B‐EVC  de  su madre  y  una mutación  puntual  en  EVC  del  cromosoma 
paterno no reordenado, por lo que tiene una sola copia funcional de EVC2 y ninguna de 
EVC.  Sin  embargo  este  paciente  presenta  el  mismo  espectro  de  malformaciones 
característico de EvC. Asimismo,  los pacientes del pedigrí egipcio descrito en el mismo 
capítulo  son  homocigotos  para  la  deleción  STK32B‐EVC,  es  decir,  carecen  de  copias 











recesiva  independiente  en  otro  locus.  Por  eso  analizamos  la  expresión  de  los  cuatro 
genes afectados por la deleción STK32B‐EVC mediante RT‐PCR en cerebro fetal humano, 
con  la  intención de determinar cuál o cuáles de ellos podrían ser  responsables de este 
defecto.  Puesto  que  el  resultado  de  la  RT‐PCR  fue  positivo  para  todos  (datos  no 
mostrados),  no  pudimos  concluir  qué  gen  o  combinación  génica  es  la  que  podría  ser 




defectos estructurales y como máximo da  lugar a un  ligero  retraso mental.  Igualmente 
podemos concluir que el fenotipo EvC se genera por la ausencia de proteínas EVC o EVC2. 
La  técnica  de  hibridación  en  chips  de  arrays  de  SNPs  (Single  Nucleotide 
Polymorphism)  es  utilizada  habitualmente  para  detectar  aberraciones  cromosómicas 
(Steemers  and Gunderson,  2007).  Esta  técnica    proporciona  una medida  indirecta  del 
número de copias de cada SNP en función de la intensidad de la hibridación (parámetro 
logR ratio), entendiendo por SNPs  las variaciones de nucleótidos polimórficas existentes 




extremo,  diseñamos  primers  que  amplificasen  un  fragmento  de  ADN  que  incluyera  el 
punto de unión de ambos extremos de la deleción en individuos portadores de la misma 
en  las  dos  familias.  La  posterior  secuenciación  de  los  fragmentos  amplificados  nos 
permitió localizar en los dos casos el punto de ruptura telomérico y el punto de ruptura 
centromérico dentro de dos elementos LINE‐1 situados en el mismo brazo cromosómico, 
los cuales se habían  fusionado en uno sólo  tras  la deleción. Un análisis detallado de  la 
secuencia de nucleótidos del elemento L1 resultante en ambos pedigrís y contenido en el 
fragmento  de  PCR  amplificado,  desveló  que  ambas  familias  contenían  posiciones 







humano  y  representan  una  fuerza  importante  en  su  evolución,  al  ser  los  únicos 
elementos  móviles  autónomos  (Kazazian,  2004;  Lander  et  al.,  2001).  Estos 
retrotransposones  son  secuencias  de  aproximadamente  6  kb  cuando  se  encuentran 
completos, si bien  la gran mayoría de  inserciones están truncadas en su extremo 5'. Los 
L1 presentan dos marcos de  lectura abiertos, uno codifica para una proteína de unión a 
ácidos  nucleicos,  y  el  otro  para  una  proteína  con  actividad  endonucleasa  y 
retrotranscriptasa,  las cuales son necesarias para su  retrotransposición  (Kazazian et al., 
1988;  Kazazian,  2004).  Aunque  la  mayor  parte  de  los  elementos  L1  se  localizan  en 
regiones  intergénicas o en secuencias  intrónicas (Babushok and Kazazian, 2007) pueden 
ocasionar  enfermedades  si  al  insertarse  de  novo  interrumpen  la  región  codificante  de 
determinados genes provocando cambios en la pauta de lectura (Kazazian et al., 1988) o 
si  su  integración va acompañada de una deleción genómica amplia que afecte a genes 
adyacentes  al  punto  de  inserción  (Babushok  and  Kazazian,  2007).  La  frecuencia  de 
eventos de retrotransposición espontáneos responsables de enfermedades en humanos 
es de 1 por cada 1.000 nacimientos (Chen et al., 2005a; Kazazian and Moran, 1998). Por 
otro  lado  los elementos L1 pueden provocar  inestabilidad genómica por recombinación 
entre  sus  secuencias  dando  lugar  a  duplicaciones  y/o  deleciones  (Burwinkel  and 
Kilimann, 1998). Además del caso descrito en este trabajo se han documentado otros dos 
casos  de  enfermedades  humanas  causadas  por  deleciones  provocadas  por 
recombinación entre elementos L1. En uno de ellos la deleción afectó al gen que codifica 
la  subunidad  β  de  la  fosforilasa  quinasa  (PHKB)  originando  la  enfermedad  de 
almacenamiento  de  glucógeno  (Burwinkel  and  Kilimann,  1998).  En  el  otro  caso,  la 
deleción afectó a  los genes COL4A5 y COL4A6 causando el síndrome de Alport (Segal et 
al., 1999). En nuestro estudio  los puntos de recombinación de  los elementos LINE‐1 en 
los  dos  pedigrís  son  distintos  indicando  que  ocurrieron  de  forma  independiente,  sin 
embargo no parece ser un tipo de mutación recurrente en EvC puesto que hasta la fecha 
solo  se  ha  descrito  en  estas  dos  familias.  El  reordenamiento  STK32B‐EVC  tampoco  se 





Un  estudio  anterior  llevado  a  cabo  en  65  pacientes  EvC,  en  los  cuales  se 
secuenciaron  todos  los  exones  codificantes  de  EVC  y  EVC2  y  la  región  promotora 
intergénica,  mostró  la  existencia  de  un  31%  de  pacientes  sin  mutaciones  y  otros  3 





como  criterio  las  características  condroectodérmicas  típicas  de  EvC,  excluyendo  las 
muestras sin un diagnóstico clínico claro, como aquellas procedentes de  interrupciones 
del  embarazo.  A  diferencia  del  estudio  anterior  (Tompson  et  al.,  2007)  encontramos 
mutaciones  en  todos  los  casos  analizados,  identificando  un  total  de  40  mutaciones 
recesivas  independientes  en  EVC/EVC2,  de  las  cuales  31  eran  nuevas.  Los  cambios 
encontrados se corresponden con  los datos anteriormente publicados y consistieron en 
sustituciones  de  nucleótidos,  microdeleciones,  microinserciones,  y  dos  deleciones  en 
EVC2 que abarcaban varios exones. Al igual que en el trabajo de Tompson et al, 2007 en 
uno  de  los  casos  EvC  la  secuenciación  de  los  exones  codificantes  solo  detectó  una 
mutación en el sitio donador de splicing del  intrón 8 de EVC. Sin embargo   al analizar el 
ADNc encontramos  la segunda mutación en el  intrón 7 de este mismo gen. Es probable 
que mutaciones  similares  se encuentren en  los  casos  identificados por Tompson et al, 
2007 con una sola mutación, ya que en estos pacientes no se estudió el ADNc.  
Es  importante  resaltar  entre  el  espectro  de  mutaciones  de  pacientes  EvC,  la 
existencia de deleciones que abarcan uno o varios exones de EVC y de EVC2. Puesto que 
este tipo de mutaciones no son detectadas mediante secuenciación directa de los exones 
codificantes  en  el  caso  de  estar  en  heterocigosis,  se  requiere  el  uso  de  técnicas  que 
permitan  distinguir  dosis  génica,  como  MLPA  (Multiplex  Ligation‐dependent  Probe 
Amplification)  (den  Dunnen  and  White,  2006;  Gouas  et  al.,  2008).  A  la  vista  de  los 
resultados obtenidos en esta tesis y los publicados anteriormente (Tompson et al., 2007), 
para  el  diagnóstico  molecular  de  pacientes  EvC,  sería  aconsejable    utilizar  primero 
secuenciación directa de las regiones codificantes, la cual detecta un elevado porcentaje 





Sumando  los datos de  los dos estudios más extensivos realizados hasta  la  fecha 
Tompson et al, 2007  y Valencia et al, 2009  (incluido en esta  tesis) de un  total de 101 
pacientes EvC, el 38% portaban mutaciones en EVC, el 40% en EVC2 (excluyendo los tres 
casos con sólo una mutación detectada en EVC2 en el estudio de Tompson et al, 2007) y 
en  el  20%  restante  no  se  detectaron mutaciones. Hay  que  tener  en  cuenta,  como  se 
especifica en el estudio de Tompson et al, 2007, que los casos sin mutaciones detectadas 
pueden ser debidas a un diagnóstico clínico erróneo puesto que algunos de esos casos 











degrada  aquellos mensajeros  con  codones  de  terminación  prematuros  situados  a  una 
distancia mayor de 50‐55 nucleótidos en dirección 5´ respecto de  la última unión entre 




de  la  Serina  307  por  Prolina  en  EVC  (Ruiz‐Perez  et  al.,  2000),  una  deleción  de  un 
nucleótido  (c.3793delC) en EVC2  (Ye et al, 2006; y en el trabajo de esta tesis) y  las dos 
mutaciones  nonsense  (c.3797T>A  y  c.3797T>G)  también  en  EVC2  aquí  reportadas. 










mientras  que  otras  mutaciones  situadas  aguas  arriba  dentro  del  mismo  exón  y  que 
deberían eludir el NMD  son  recesivas, como  la mutación c.3731dupT y  la mutación de 
mayor  frecuencia  en  la  población  española  c.3660delC  (encontrada  en  el  50%  de 
pacientes españoles EvC no relacionados),  la cual origina una proteína a  la que  le faltan 
los últimos 87 aminoácidos. En este segundo capítulo demostramos experimentalmente 
que las variantes mutantes tanto recesivas como dominantes del último exón de EVC2 no 
son  degradadas,  ya  que  la  cantidad  de  transcrito  de  EVC2  cuantificado  por  qRT‐PCR 
procedente de  fibroblastos en cultivo de un  individuo heterocigoto c.3660delC y de un 
paciente Weyers,  era  equivalente  a  la  cantidad  registrada  en  los  fibroblastos  control. 




mutaciones Weyers  podrían  tener  un  efecto  similar.  Utilizando  células  NIH3T3  como 
modelo, demostramos que la expresión de una proteína murina de Evc2 tipo Weyers a la 
que eliminamos los 43 aminoácidos finales (p.Evc2Δ43), disminuye la respuesta de estas 




alteraciones  en  esta  ruta  están  implicadas  en  defectos  esqueléticos,  craniofaciales  y 
dentales  (Ehlen  et  al.,  2006; McMahon  et  al.,  2003).  El  hecho  que  la  expresión  de  la 
proteína Evc2 carente de los 87 aminoácidos finales no tenga efecto sobre la señalización 
Hh,  implica  que  los  44  residuos  existentes  entre  esta mutación  y  la  de  Weyers  son 
importantes  para  el  funcionamiento  de  la  proteína.  Podemos  especular  sobre  el 
mecanismo molecular por el cual las mutaciones Weyers tienen un efecto dominante. Es 
posible  que  Evc2  funcione  como  un  homodímero  bien  solo  o  en  asociación  con  otras 





por  lo  que  de  esta  manera  el  alelo  mutante  interferiría  con  la  función  del  normal. 
Alternativamente  una  ganancia  de  función  podría  ser  también  el  mecanismo 
desencadenado por la pérdida de los 43 aminoácidos finales pero no de los 87, es decir, 
que las proteínas Evc2‐Weyers adquieran ahora una función distinta cuyo resultado es la 
disminución de  la respuesta a Hh. La estabilidad de  la proteína podría también  jugar un 
papel  importante para explicar el patrón de herencia de  las mutaciones del exón 22 de 








aunque no reproducen  la polidactilia ni  las malformaciones cardíacas  (Ruiz‐Perez et al., 
2007).  Un  primer  estudio  preliminar  de  estos  ratones  se  llevó  a  cabo  en  un  fondo 
genético mixto C57BL/6J; 129 usando la tibia como hueso modelo y demostró que la ruta 
Ihh  está disminuida  en  la placa de  crecimiento de  los  ratones  Evc‐/‐  (Ruiz‐Perez  et  al., 
2007). El objetivo del tercer trabajo presentado en esta tesis consistió en profundizar en 
la  función  de  Evc  en  el  desarrollo  del  hueso  para  averiguar  cuáles  de  los  diferentes 
aspectos regulados por Ihh en la placa de crecimiento eran dependientes de Evc y en qué 




129  algunos  son  capaces  de  sobrevivir  algunos meses  sometidos  a  una  dieta  especial 
para  ratones  con  defectos  dentales,  en  el  fondo  puro  C57BL/6J  los  ratones  Evc‐/‐  no 
sobreviven más allá del primer o segundo día después del parto. 
En  este  trabajo  se  estudiaron  las  placas  de  crecimiento  del  cúbito  y  el  radio  y 
confirmamos mediante HIS el déficit en  la expresión de  las dianas de  Ihh  (Ptch1, Gli1, 
Hhip1 y Pthrp) observado anteriormente en la tibia (Ruiz‐Perez et al., 2007) así como  un 




en  los  ratones  mutantes  indicando  una  posible  aceleración  en  la  degeneración  y 
apoptosis  de  los  condrocitos  hipertróficos  en  ausencia  de  Evc.  La  incorporación  de 
condrocitos de reserva a columnares está inducida por Ihh (Kobayashi et al., 2005; Koziel 
et  al.,  2005),  por  lo  que  analizamos  este  procesos  en  los  ratones  Evc‐/‐  utilizando 
marcadores específicos de ambas tipos de condrocitos, Fgfr3 para los columnares y Fgfr1 
para  los  condrocitos  de  reserva.  Como  resultado  encontramos  una  expansión  del 
dominio  de  expresión  de  Fgfr1,  indicativo  de  un  retraso  en  la  diferenciación  de  los 
condrocitos de reserva a columnares en  los ratones Evc‐/‐, a  la vez que comprobamos  la 
existencia de una fuerte reducción de la región positiva para Fgfr3. En el primer estudio 
de los ratones Evc‐/‐ de fondo mixto se describió un patrón normal para Fgfr1 en la tibia 
(Ruiz‐Perez  et  al.,  2007),  esta  discrepancia  estaría  justificada  por  la  mayor  gravedad 
fenotípica del fondo genético usado en el trabajo presentado aquí.  
A  continuación  estudiamos  la  proliferación,  puesto  que  también  es  una 
característica dependiente de Ihh (St‐Jacques et al., 1999). En este caso encontramos una 
reducción de  la división celular de un 56% en  la  región de  reserva y   de un 33% en  la 
región  de  los  columnares.  Esto  supone  de  nuevo  una  diferencia  en  los  ratones  Evc‐/‐ 
C57BL/6J  respecto  a  los  de  fondo mixto  en  los  que  no  se  detectaron  diferencias  en 
división celular  (Ruiz‐Perez et al., 2007). Aunque esto  también podría ser atribuido a  la 
mayor gravedad del fenotipo en el fondo genético homogéneo, hay que tener en cuenta 




en  el  fenotipo  de  los  ratones  Evc‐/‐  según  el  fondo  genético  es  esperable  puesto  que 
estaría de acuerdo con la variabilidad fenotípica observada en los pacientes EvC. El hecho 
que  la  proliferación  en  ausencia  de  Evc  esté  alterada  es  relevante  ya  que  existe  una 
fuerte asociación en la placa de crecimiento entre la proliferación y los niveles de Gli3‐R. 
Así en  los huesos endocondrales de ratones Ihh‐/‐  la proliferación de  los condrocitos cae 
un 50%  y se produce un fuerte aumento de Gli3‐R (Razzaque et al., 2005), mientras que 
en los dobles knockouts Ihh ‐/‐; Gli3 ‐/‐,  los cuales carecen tanto de Gli3‐A como Gli3‐R, la 






Los  ratones  Ihh  ‐/‐  carecen de osteoblastos, de  lo que  se deduce que  Ihh  actua 
promoviendo  la diferenciación de este  tipo  celular en el pericondrio  (St‐Jacques et al., 
1999). De acuerdo con este dato, los ratones Evc‐/‐ muestran un retraso en la formación 
del  collar  óseo  en  etapas  tempranas  durante  la  formación  del  centro  de  osificación 
primario y también más adelante, una vez formada  la placa de crecimiento en  la región 
DBPO.  Sin embargo en  contraste  con el  fenotipo de  los mutantes  Ihh‐/,‐ excepto en el 
DBPO,  la diferenciación de  los osteoblastos en  los  ratones Evc‐/‐  tanto en  la esponjosa 
primaria como en el resto del collar del hueso no se encuentra fuertemente afectada, a 
pesar que observamos una fuerte reducción de la expresión de genes diana de la ruta Ihh 




Ihh  ejerce  un  control  dual  sobre  la  hipertrofia  de  los  condrocitos.  Por  un  lado 
actúa a través de Pthrp, retrasando la hipertrofia de los condrocitos y manteniéndolos en 
estado proliferativo, y por otro, actúa de manera  independiente a Pthrp  induciendo  la 
hipertrofia  (Mak et al., 2008). Ambas  funciones están alteradas en  los  ratones Evc‐/‐,  la 
primera  ya  ha  sido  comentada  anteriormente,  y  la  segunda  puede  deducirse  de  los 
estudios  histológicos  y  de HIS,  en  los  cuales  se  observa  una  desincronización  entre  la 
diferenciación de  los condrocitos situados en el centro de  la placa de crecimiento, más 
avanzados en  su diferenciación,  y  los  adyacentes  al pericondrio.  Este  fenotipo es muy 
claro en las fases iníciales de la osificación endocondral en la que utilizamos el metatarso 
como  hueso  modelo.  Es  posible  que  el  retraso  en  la  hipertrofia  de  los  condrocitos 
adyacentes  al  pericondrio  ejerza  una  influencia  en  la  células  mesenquimales 
pericondriales retrasando su diferenciación a osteoblastos.   
Nuestro  estudio  con  ratones  Ptch‐LacZ+/‐  y  Ptch‐LacZ+/‐;  Evc‐/‐  confirma  los 
estudios  anteriores  de  HIS,  ya  que  detectamos  menor  actividad  β‐galactosidasa 
dependiente de Ptch1 en condrocitos y osteoblastos Evc ‐/‐. Por otro lado, estos estudios 






en esta  tesis, detectamos que  la expresión de genes diana de  Ihh,  como Ptch1, Gli1  y 
Pthrp  está  incrementado  en  esta  capa  de  células  externas  en  los  ratones  Evc‐/‐.  Este 
fenómeno  también  se  ha  observado  en  otros  mutantes  de  la  vía  Hh,  como  en  los 
mutantes condicionales Smo‐/‐, y podría estar explicado por una mayor difusión de Ihh al 
disminuir  la  cantidad  de  receptor  Ptch1  (Long  et  al.,  2004).  La  función  de  esta  capa 
celular  es  desconocida;  hipotéticamente  podría  actuar  como  aislante  para  atrapar  el 
exceso de  ligando y evitar  su difusión a  tejidos adyacentes, o puesto que estas células 
expresan Pthrp podría intervenir en la coordinación del desarrollo del elemento óseo. 
Previamente se había descrito que Evc se localiza en la base del cilio primario en 
condrocitos  utilizando  un  anticuerpo  policlonal  (Ruiz‐Perez  et  al.,  2007),  aquí  hemos  
desarrollado un anticuerpo monoclonal específico contra Evc demostrando que también 
se expresa en el cilio primario de osteoblastos. Este anticuerpo ha permitido detectar la 
proteína  endógena mediante  la  técnica  de western  blot  en  los  extractos  proteicos  de 
osteoblastos normales que está ausente en los mutantes. Utilizando cultivos primarios de 




Una  cuestión  que  estaba  pendiente  de  esclarecer  es  si  Evc  funciona  como 
mediador generalizado de la osificación endocondral. Para ello estudiamos los huesos de 
la base del  cráneo,  ya que poseen placas de  crecimiento distintas  a  las de  los huesos 
largos  denominadas  sincondrosis.  Según  su  disposición  anatómica  existen  cuatro 
sincondrosis:  etmoides,  intra‐esfenoidal,  esfeno‐occipital  e  intraoccipital  (Young  et  al., 
2006). Cada  sincondrosis  consiste en dos placas de  crecimiento dispuestas  a modo de 
imagen especular,  las cuales comparten una única zona de reserva de  la que surgen   en 
direcciones  opuestas  capas  de  condrocitos  proliferativos,  pre‐hipertróficos  e 
hipertróficos  que,  como  ocurre  en  los  huesos  largos,  terminan  degenerando  para  ser 
sustituidos  por  tejido  óseo.  (Young  et  al.,  2006).  El  análisis  macroscópico  mediante 
tinción  in  toto  de  la  base  del  cráneo  de  ratones  Evc‐/‐  demostró  la  presencia  de 




preesfenoides  y  un  orificio  central  en  el  basisfenoides.  Posteriormente  analizamos  las 
sincrondrosis  craneales  a  nivel  histológico  y  observamos  ausencia  de  la  sincondrosis 
intraesfenoidal  en  los  ratones  Evc‐/‐  y  hendiduras  a  nivel  de  la  línea  media  del 
preesfenoides.  Los  estudios  de HIS  confirmaron  en  los mutantes  la  disminución  de  la 
expresión de las dianas de Ihh en condrocitos y osteoblastos, retraso en la inducción del 
pericondrio, disminución de la proliferación y retraso en la hipertrofia de los condrocitos 
próximos  al  pericondrio  tal  y  como  ocurre  en  los  huesos  largos,  indicando  que  en 
ausencia de Evc la ruta Ihh también está alterada en estos huesos. 
Excluyendo  la hendidura de  la  línea media del preesfenoides el  fenotipo craneal 
de los ratones Evc‐/‐ es muy similar al de los ratones Ihh ‐/‐, los cuales también presentan 
defectos en  la parte  frontal del cráneo pero no en  la región basioccipital  (Young et al., 
2006). Tanto  los  ratones  Ihh‐/‐ como otros mutantes de  la vía de Hh, como  los  ratones 
Gli3,  presentan  un  orificio  en  el  centro  del  hueso  basiesfenoides  apuntando  a  una 




eje  antero‐posterior parece estar orquestada por  Ihh  y  Shh. Por eso es posible que  la 
hendidura de  la  línea media presente en  los huesos anteriores de  la base del cráneo en 
los ratones Evc‐/‐ pero no en  los de Ihh‐/‐, sea debido a una deficiencia en  la respuesta a 
Shh en  los ratones Evc  ‐/‐ y no en  los  Ihh  ‐/‐. Aunque en  los pacientes con EvC no se han 



























































mediada  por  recombinación  entre  elementos  LINE‐1.  El  estudio  del  fenotipo  de  los 








los  pacientes  homocigotos  para  la  deleción  demuestra  que  la  inactivación  total  de 




EVC2  eluden  NMD,  sin  embargo  mientras  las  mutaciones  que  originan  proteínas 
truncadas  carentes  de  los  últimos  43  aminoácidos  producen  un  fenotipo  dominante 




5.  El  fenotipo dominante Weyers  asociado  a proteínas  truncadas  Evc2,  se debe  a una 











7. Las sincondrosis de  los ratones Evc  ‐/‐ reproducen  los defectos fenotípicos observados 
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Identification of a Frameshift Mutation in Osterix
in a Patient with Recessive Osteogenesis Imperfecta
Pablo Lapunzina,1,2,7 Mona Aglan,3,7 Samia Temtamy,3,7 Jose´ A. Caparro´s-Martı´n,1,4 Maria Valencia,1,4
Rocı´o Leto´n,1,4,8 Victor Martı´nez-Glez,1,2 Rasha Elhossini,3 Khalda Amr,3 Nuria Vilaboa,5,6
and Victor L. Ruiz-Perez1,4,*
Osteogenesis imperfecta, or ‘‘brittle bone disease,’’ is a type I collagen-related condition associated with osteoporosis and increased risk of
bone fractures. Using a combination of homozygosity mapping and candidate gene approach, we have identiﬁed a homozygous single
base pair deletion (c.1052delA) in SP7/Osterix (OSX) in an Egyptian child with recessive osteogenesis imperfecta. The clinical ﬁndings
from this patient include recurrent fractures, mild bone deformities, delayed tooth eruption, normal hearing, and white sclera. OSX
encodes a transcription factor containing three Cys2-His2 zinc-ﬁnger DNA-binding domains at its C terminus, which, in mice, has
been shown to be essential for bone formation. The frameshift caused by the c.1052delA deletion removes the last 81 amino acids of
the protein, including the third zinc-ﬁnger motif. This ﬁnding adds another locus to the spectrum of genes associated with osteogenesis
imperfecta and reveals that SP7/OSX also plays a key role in human bone development.Osteogenesis imperfecta (OI, MIM 166200, MIM 166210,
MIM 259420, MIM 166220) is a bone-related genetic
disorder characterized by low bone mass and bone fragility
that is clinically and genetically heterogeneous. Patients
with OI have clinical features that may range from mild
symptoms with a scant number of fractures to severe
bone deformities and neonatal lethality.1 Most cases of
OI are caused bymutations in the type I procollagen genes,
COL1A1 (MIM 120150) and COL1A2 (MIM 120160), and
follow an autosomal-dominant pattern of inheritance.2
Type I collagen is a structural component of the connective
tissue that is initially synthesized as a procollagen
precursor in the endoplasmic reticulum (ER) by the combi-
nation of two procollagen a1 (I) and one procollagen a2 (I)
peptide chains paired together into a triple helix, a process
that is assisted by a number of molecular chaperons and ER
enzymes. Type I procollagen trimers are then exported into
the extracellular matrix and transformed into functionally
competent type I collagen molecules by the proteolytic
removal of the N-terminal and C-terminal propeptides.3
In a minority of cases with severe or lethal autosomal-
recessive OI, there have been mutations identiﬁed in the
three components of the ER collagen 3-hydroxylation
complex, comprising prolyl 3-hydroxylase 1 (LEPRE1,
MIM 610339), cartilage-associated protein (CRTAP, MIM
605497), and peptidylprolyl isomerase B (PPIB, MIM
123841).4–7 These three proteins are responsible for the
3-hydroxylation of a speciﬁc residue, Pro986, in the
collagen a1 (I) chains.8 Although the function of this
modiﬁcation is not clear, it appears to be important for1CIBER de enfermedades Raras (CIBERER), 28046 Madrid, Spain; 2Instituto
Universidad Auto´noma de Madrid, 28046Madrid, Spain; 3Human Genetics and
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110 The American Journal of Human Genetics 87, 110–114, July 9, 20the correct folding or stability of the collagen triple helix.9
Recently, also in a family with severe OI and recessive
inheritance, a homozygous missense mutation
(c.233T>C, p.Leu78Pro) was found in SERPINH1 (MIM
600943; Serpin peptidase inhibitor, clade H), the gene en-
coding the ER chaperone-like protein HSP47 (heat shock
protein 47).10 SERPINH1 was ﬁrst linked to OI by homozy-
gosity mapping in a canine pedigree of Dachshunds.11
Biochemical analysis of patient-derived primary ﬁbroblasts
demonstrated that the p.Leu78Pro HSP47 mutant variants
were subjected to proteasome-mediated degradation,
whereas there was accumulation of type I procollagen in
the Golgi and abnormal folding of a proportion of the
secreted type I collagen. Because Pro986 3-hydroxylation
was found to be normal in the HSP47 mutant cells, it
was concluded that this protein is required downstream
of the CRTAP/LEPRE1/PPIB protein complex.10 Finally,
two mutations have been reported in FKBP10 (MIM
607063) in patients with moderately severe OI and reces-
sive disease transmission.12 FKBP10 codes for FKBP65,
which is a protein with known type I procollagen chap-
erone function. Investigation of the FKBP65 mutations in
dermal ﬁbroblasts from affected individuals revealed
normal 3-hydroxylation of the proline 986 but delayed
secretion of type I procollagen.12 Hence, so far all the genes
associated with OI are involved in the synthesis, posttrans-
lational modiﬁcation, trafﬁcking, processing, or secretion
of type I collagen. Herein we report the genetic analysis
of a family that has led us to the identiﬁcation of an addi-
tional gene mutated in this disease.de Gene´tica Me´dica y Molecular, Hospital Universitario La Paz-IdiPaz,
Genome Research Division, National Research Centre, 12311 Cairo, Egypt;
nes Cientı´ﬁcas-Universidad Auto´noma de Madrid, 28029 Madrid, Spain;
d, Spain; 6CIBER de Bioingenierı´a, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-
rid, Spain
Genetics. All rights reserved.
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Figure 1. Clinical Findings in the Patient with
an OSX Mutation
(A) Photographs of the reported patient showing
bowing of the long bones of the arms (top) and sabre
tibia (bottom).
(B–E) Radiographical ﬁndings in the proband at the
age of 8 years.
(B) X-ray of the right upper limb (lateral view)
demonstrating anterior bowing, deformed irregular
humerus, radius, and ulna, and generalized
decreased bone density. An old, improperly healed
fracture at the lower third of the humerus and trans-
verse fractures of the radius and ulna are indicated by
small arrows. The long arrow designates a transverse
line of arrested bone growth at the lower end of the
radius.
(C) X-ray of the right leg (lateral view) showing
decreased bone density with anterior bowing of the
tibia and ﬁbula and transverse fracture at the lower
third of the tibia (arrow).
(D) X-ray of the pelvis and upper ends of femora
(anterior-posterior view) demonstrating a deformed
asymmetric pelvis with thin laterally displaced
neck of the femur, bilaterally, mostly on the right
side. There is an old, improperly healed fracture at
the upper end of right femur with callus formation
(arrow).
(E) X-ray of the skull (lateral view) showing wormian
bones at the occipital region (arrow).We have studied the case of an Egyptian 8-year-old boy
with OI born to consanguineous parents related as second
cousins (Figure 1; Figure 2A). The family had a history of
a similarly affected sibling who, in addition to OI with
repeated bone fractures, was diagnosed with a congenital
heart condition and died at the age of 4 years as a result
of pneumonia. We did not see the deceased child, and
thus no DNA from this individual was available for molec-
ular studies. Fractures in the proband started at 3 months
of age, and since then they occurred frequently, mostly
following minor trauma, with an average of 6–7 fractures
per year. The number of fractures decreased after the
patient began biphosphonate treatment (see Table S1 avail-
able online). The child has had delayed motor milestones:
he sat at the age of 1 year, was not able to stand unsup-
ported until the age of 6 years, and he is not able to walk
independently at the age of 8 years. His hearing and sclerae
were normal. Craniofacial features included a skull with
wormian bones, mild asymmetry of the face, high promi-
nent forehead with prominent supraorbital ridges more
obvious on the right side, midface hypoplasia, depressed
nasal bridge, microstomia, micrognathia, and high arched
palate. Delayed teeth eruption was noted, but he did not
have dentinogenesis imperfecta. Radiographic examina-
tion of the skeletal system revealed bowing of the upper
and lower limbs; his right leg was shorter than his left leg
because of bone deformities, and he also presented hyper-The Aextensibility of the interphalangeal joints, mild scoliosis,
and mild pectus carinatum (Figure 1). Anthropometric
measurements for length were below normal (3.6 stan-
dard deviation [SD] at the age of 8 years), and head circum-
ference and weight were within normal range for his age
(þ0.9 SD and 2.1 SD, respectively, at the age of 8 years).
Bone densitometry performed by dual energy X-ray ab-
sorptiometry (DEXA) revealed generalized osteoporosis
(Z score of 3.4 at the lumbar spine and 1.9 at the femur
at the age of 4 years, before the start of biphosphonate
treatment). Anthropometric and DEXA data related to
the follow-up of this patient are listed in Table S1. Based
on the phenotype, a diagnosis of OI type IVwas considered
following the Sillence classiﬁcation guidelines.1 All studies
and investigations involving the proband and other
members of his family were performed in accordance
with the ethical standards of the Medical Research Ethics
Committee of the National Research Centre (Egypt), and
all DNA samples were obtained with appropriate informed
consent.
Recurrence in a sibling and parental consanguinity sug-
gested a recessive pattern of inheritance, and on this basis
we embarked on the genetic analysis of this family. Micro-
satellite analysis in the proband, his father, and two of the
unaffected siblings excluded linkage to COL1A1, COL1A2,
LEPRE1, and CRTAP under a recessive disease model,
because the patient was heterozygous for markersmerican Journal of Human Genetics 87, 110–114, July 9, 2010 111
Figure 2. Identification of a Frameshift
Mutation in Osterix
(A) Pedigree of the OI family analyzed in
this study; the proband (P) is designated
with an arrow.
(B) Alignment of genomic sequence chro-
matograms corresponding to an area en-
compassing the c.1052delA mutation
from a normal individual (N), a heterozy-
gous carrier (C), and the proband (P). The
adenine deleted in the patient is squared
in gray. Numbering of the mutation corre-
lates to the reference sequence
NM_152860.1, taking the A of the transla-
tion start site as nucleotide þ 1.
(C) Protein effect of the c.1052delA muta-
tion. The picture on the top shows the
position of the three zinc ﬁngers repre-
sented by blue rectangles in the normal
(Wt) and mutant (Mut) SP7 proteins. The
mutant protein is missing the third zinc
ﬁnger, and the new residues incorporated
after the frameshift are indicated in red.
The lower panel shows the sequence of
amino acids corresponding to the DNA
binding region of normal and mutant
OSX. Conserved cysteine and histidine
residues involved in zinc ion coordination
corresponding to each individual zinc
ﬁnger are highlighted in different colors.
The amino acids inserted after the muta-
tion are in red. Protein numbering is
related to the reference sequence
NP_690599.1.surrounding these loci. We also sequenced the ﬁve coding
exons of PPIB, the ﬁve exons of SERPINH1, and all of the
coding exons of COL1A1 and COL1A2, including the in-
tronic boundaries, but no pathogenic sequence variations
were found in the patient DNA. To search for the causative
gene, we performed homozygosity mapping in the
proband and one of his unaffected sisters by using
genome-wide high-density SNP arrays (Illumina
Human610-Quad BeadChip). The two SNP genotypes
generated by this process were then analyzed with Illu-
mina software to look for blocks of homozygosity. Taking
an arbitrary cutoff of 300 consecutive homozygous SNPs,
we found ﬁve large regions of homozygosity in the patient
that were not shared by his normal sibling. These regions
were located on chromosome 2 (two DNA segments of
3.5 and 3.1 Mb), chromosome 4 (8.1 Mb), chromosome
11 (14.5 Mb), and chromosome 12 (19.3 Mb) and
contained 29, 22, 92, 410, and 332 genes, respectively
(Genome Reference Consortium Human Build 37.1). Eval-
uation of the transcripts comprised in each region revealed
the presence of a candidate gene, SP7/OSX (MIM 606633),
in the homozygosity block of chromosome 12 (12q13.13).
We considered OSX to be a good candidate for the disease
because it encodes an osteoblast-speciﬁc transcription
factor that, in mice, has been shown to be indispensable
for bone formation. Osx null mice are deﬁcient in
osteoblast differentiation and have reduced expression of112 The American Journal of Human Genetics 87, 110–114, July 9, 20osteoblast markers, including Col1a1, Bone sialoprotein,
and Osteocalcin.13 In addition, these mice display bone-
bending deformities similar to those seen in patients
with OI.13 We screened the proband for the presence of
OSX mutations by genomic ampliﬁcation followed by
direct sequencing of the two SP7 coding exons and at least
100 bp of the adjacent intronic sequences, and we identi-
ﬁed a homozygous single nucleotide deletion,
c.1052delA, in the last exon of this gene (Figure 2B). The
frameshift caused by this mutation introduces 18 novel
residues at codon 351 before running into a premature
termination codon (p.E351GfsX19). Segregation analysis
of the mutation within the family showed that the two
parents were heterozygous for the nucleotide deletion
and that out of the ﬁve normal siblings from whom we
could obtain DNA, three carried the mutation in the
heterozygous state and two had normal sequence. We
checked normal controls for the presence of the
c.1052delA change by direct sequencing, but it was not
found in 122 control chromosomes of the same ethnic
origin or in 284 normal chromosomes from controls of
mixed ethnicity.
Because the c.1052delAmutation introduces a premature
stop codon within the ﬁnal exon of the gene, the mutant
transcript is predicted to escape the nonsense-mediated
mRNA decay machinery.14 OSX is a 431 amino acid
protein that belongs to the Speciﬁcity protein (Sp)10
subgroup of the Kru¨ppel-like family of transcription factors
characterized by the invariable presence of three tandem
Cys2-His2 zinc-ﬁnger DNA-binding domains at their car-
boxy terminus.15–17 Based on crystallography and nuclear
magnetic resonance studies performed in some members
of the family, it has been established that each protein
ﬁnger recognizes a consecutive trinucleotide sequence,
with the three zinc ﬁngers contributing to the strength
and speciﬁcity of the DNA-protein interaction.18–20 Sp1,
which is the best-characterized member of the Sp group
and is closely related to SP7, binds GC-rich DNA boxes of
9 base pairs. Previous experimental studies, including
DNA-binding assays, that used Sp1 peptide fragments in
which either the N-terminal (1) or the C-terminal (3)
zinc ﬁngers were deleted demonstrated a greater contribu-
tion of ﬁnger 3 to the DNA-binding afﬁnity than the other
two remaining ﬁngers.21,22 The p.E351GfsX19 change
leads to a truncated SP7 protein that lacks the last 81
amino acids, including the third Zn-ﬁnger domain, and
carries instead 18 new residues downstream of codon 351
(Figure 2C). Thus, in the case in which the OSX mutant
variant is not degraded by the proteasome, its DNA-
binding properties are expected to be altered, and, conse-
quently, the SP7/OSX-mediated transcription regulation
will be impaired. Mutations in the third Zn ﬁnger of
EGR2 (MIM 129010), a very similar Cys2-His2 transcrip-
tion factor, have been described in patients with auto-
somal-recessive congenital hypomyelinating neuropathy
(MIM 605253), proving that mutations in the third zinc
ﬁnger can lead to disease.23 A limitation of this work is
that in vivo studies to assess the effect of theOSXmutation
on transcript and protein stability and on type 1 collagen
production in patient cells could not be performed because
of the unavailability of additional biological material from
the patient.
Sp7/Osx is speciﬁcally expressed in cortical and trabec-
ular osteoblasts and at a lower level in the prehypertrophic
chondrocytes of the growth plate.13 This restricted expres-
sion pattern is consistent with the patient having normal
white sclera. Analysis of Osx mouse models has revealed
that Osx plays an essential role in regulating the differenti-
ation of preosteoblasts to osteoblasts in a step downstream
of Runx2 (MIM 600211),13 another transcription factor
that is a master regulator for osteoblast differentiation
and that, in humans, is responsible for cleidocranial
dysplasia (MIM 119600).24 Although Runx2 null mice do
not express Osx, Runx2 expression was shown to be unaf-
fected in the developing bones of Osx/ mutants.13 In
agreement with the craniofacial features identiﬁed in our
patient, both endochondral and intramembranous bone
formations were found to be disrupted in the Osx null
mice. Because constitutive ablation of Osx is perinatal
lethal, the function of Osx in adult bone has been studied
by using conditional models. Postnatal inactivation of Osx
with tamoxifen inducible Col1a1-CreERT2mice resulted in
impaired bone formation as a result of reduced expression
of osteoblast-speciﬁc markers.25 OSX function has notThe Abeen explored in detail in humans, but the DNA region
around OSX has been identiﬁed as one of the osteoporosis
susceptibility loci. Several genome-wide association studies
have shown signiﬁcant association of common variants in
the region of OSX with bone mineral density (BMD) and
osteoporosis, although this association could not be as-
signed unequivocally to this gene.26–28 To assess whether
the c.1052delA OSX mutation could have an effect on
adult BMD in the heterozygous state, we performed
DEXA scans in the parents of our patient. The 39-year-
old mother had normal bone density at the femur (T score
0.4) and osteopenia at the spine (T score 1.3). The 61-
year-old father had borderline osteoporosis of the spine
and osteoporosis of the femur (T scores 2.2 and 3.0,
respectively). However, the father has been on corticoste-
roid therapy for the treatment of lung ﬁbrosis since the
age of 43 years and had already been identiﬁed as having
progressive osteoporosis and bilateral glaucoma 2 years
after the beginning of this treatment. He also has a history
of partial thyroidectomy at the age of 39 years, and he is on
L-thyroxine, but thyroid functions are not regulated.
Because it is known that prolonged corticosteroid therapy
can induce osteoporosis, we cannot conclude from these
data that the low BMD of the father is a direct consequence
of being a heterozygous carrier for the OSX mutation.
In summary, the data we present here add onemore gene
to the growing number of causative loci for autosomal-
recessive OI and indicate that mutations in transcription
factors that regulate the expression of osteoblast-speciﬁc
genes can also be accountable for OI. Further testing is
required to ascertain what proportion of autosomal-reces-
sive OI cases arise from mutations in OSX.Supplemental Data
Supplemental Data include one table and can be found with this
article online at http://www.ajhg.org.Acknowledgments
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ABSTRACT: Herein, we have studied a consanguineous
Egyptian family with two children diagnosed with severe
autosomal recessive osteogenesis imperfecta (AR-OI) and
a large umbilical hernia. Homozygosity mapping in this
family showed lack of linkage to any of the previously
known AR-OI genes, but revealed a 10.27 MB homozy-
gous region on chromosome 8p in the two affected sibs,
which comprised the procollagen I C-terminal propep-
tide (PICP) endopeptidase gene BMP1. Mutation anal-
ysis identified both patients with a Phe249Leu homozy-
gous missense change within the BMP1 protease domain
involving a residue, which is conserved in all members of
the astacin group of metalloproteases. Type I procollagen
analysis in supernatants from cultured fibroblasts demon-
strated abnormal PICP processing in patient-derived cells
consistent with the mutation causing decreased BMP1
function. This was further confirmed by overexpressing
wild type and mutant BMP1 longer isoform (mammalian
Tolloid protein [mTLD]) in NIH3T3 fibroblasts and hu-
man primary fibroblasts. While overproduction of nor-
mal mTLD resulted in a large proportion of proα1(I) in
the culture media being C-terminally processed, proα1(I)
cleavage was not enhanced by an excess of the mutant
protein, proving that the Phe249Leu mutation leads to
a BMP1/mTLD protein with deficient PICP proteolytic
activity. We conclude that BMP1 is an additional gene
mutated in AR-OI.
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Introduction
Osteogenesis imperfecta (OI type I-XII; MIM#s 166200, 166210,
259420, 166220, 610967, 610968, 610682, 610915, 259440, 613848,
613849, 613982) is a rare genetic disorder primarily characterized
by bone fragility leading to increased risk of fractures. The clinical
manifestations of patients with OI vary considerably from severe
bone deformities or perinatal lethality to individuals with nearly no
fractures [Rauch and Glorieux, 2004; Sillence et al., 1979]. While
the majority of OI cases are autosomal dominant and arise from
heterozygous mutations in the structural genes coding for the two
procollagen chains, proα1(I)COL1A1 (MIM#120150) andproα2(I)
COL1A2 (MIM#120160), there is a less frequent groupof autosomal
recessive forms ofOI (AR-OI), forwhich, themolecular bases are in-
creasingly heterogeneous [Byers and Steiner, 1992]. So far, sevenAR-
OI loci have been identified, Prolyl 3-hydroxylase 1 (LEPRE1;MIM#
610339), cartilage-associated protein (CRTAP; MIM# 605497), and
peptidylprolyl isomerase B (PPIB; MIM# 123841), which are the
three components of the endoplasmic reticulum (ER) complex re-
sponsible for 3-hydroxylation of Pro 986 in the proα1(I) chain
[Barnes et al., 2006; Cabral et al., 2007; Ishikawa et al., 2009;Morello
et al., 2006; van Dijk et al., 2009]; SERPINH1 (Serpin peptidase in-
hibitor, clade H; MIM# 600943) and FKBP10 (Fk506-binding pro-
tein 10; MIM# 607063) that function as type I procollagen molec-
ular chaperons [Alanay et al., 2010; Christiansen et al., 2010; Dro-
gemuller et al., 2009]; the osteoblast specific transcription factor
SP7/OSTERIX (MIM# 606633), implicated in the differentiation
of osteoblasts [Lapunzina et al., 2010]; and the type I collagen
interacting protein and antiangiogenic extracellular matrix factor
SERPINF1 (Serpin peptidase inhibitor, clade F, member 1; MIM#
172860) [Becker et al., 2011]. Except for SERPINF1, whose molec-
ular pathomechanism remains to be elucidated, the rest of AR-OI
genes identified are involved in type I collagen synthesis, posttrans-
lational modification, or secretion.
C© 2011 WILEY PERIODICALS, INC.
Type I collagen, which is the most abundant protein in bone and
other connective tissues, is initially synthesized in the ER as a pre-
cursor molecule (type I procollagen) that combines two proα1(I)
and one proα2(I) peptide chains in a triple helix. Prior to helix
formation, procollagen chains undergo a series of posttranslational
modifications including 3 and 4-hydroxylation of proline residues
and lysine hydroxylations. Thesemodifications are necessary for the
correct folding and thermal stability of the triple helix and poste-
rior crosslinking between collagen molecules. Procollagen trimers
are then secreted into the extracellular space via the Golgi network,
where they are processed into mature type I collagen molecules
by proteolytic cleavage of the N and C-terminal propeptides, and
self-assembled into collagen fibrils and fibers [Canty and Kadler,
2005; Makareeva et al., 2011]. Type I procollagen N-propeptide is
removed by the protein product of ADAMTS-2 (A disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 2; MIM# 604539)
and mutations in this gene are associated with recessive Ehlers–
Danlos syndrome type VIIC (EDS type VIIC; MIM# 225410) [Col-
ige et al., 1999]. Two ADAMTS-2-related enzymes, ADAMTS-3
(MIM# 605011) and ADAMTS-14 (MIM# 607506), also display
some amino-peptidase activity [Colige et al., 2002; Fernandes et al.,
2001]. Processing of procollagen I C-terminal propeptide (PICP)
is accomplished by the family of mammalian bone morphogenetic
protein 1/Tolloid-like (BMP1/TLD-like) proteinases, which is com-
posed of four secreted proteins encoded by three different loci [Hop-
kins et al., 2007; Kessler et al., 1996]. BMP1 and its longer isoform
mammalian Tolloid protein (mTLD) are alternative spliced prod-
ucts of BMP1 (MIM# 112264), which is located on 8p21.3. The
other two remaining BMP1/TLD-likemembers, Tolloid-like protein
1 (TLL1; MIM# 606742) and Tolloid-like protein 2 (TLL2; MIM#
606743), are transcribed from genes that lie on chromosomes 4 and
10, respectively [Scott et al., 1999; Takahara et al., 1994, 1996]. All
fourmammalian BMP1/TLD-like proteases share domain structure
and sequence similarity with Drosophila tolloid (tld), a protein that
is involved in dorsal–ventral patterning of the Drosophila embryo
[Shimell et al., 1991]. BMP1/TLD-like family structure consists of
a signal peptide, followed by an aminoterminal protease inhibitor
prodomain, that is proteolytically removedby the subtilisin-likepro-
protein convertases in the mature proteins, a conserved astacin-like
protease domain shared by a wider family of metalloproteases and
a variable number of complement-uegf-BMP1 (CUB) domains and
epidermal growth factor like domains, involved in protein–protein
interactions and in certain cases inCa+2 binding [Ge andGreenspan,
2006; Hopkins et al., 2007]. Although the four BMP1/TLD-like
mammalian proteins can process the C-terminal propeptide of type
I procollagen, they do not show the same cleavage efficiency, with
BMP1 having the highest PICP-protease activity, followed bymTLD
andTLL1, andTLL2 having the lowest procollagen IC-propeptidase
efficiency [Pappano et al., 2003; Scott et al., 1999]. BMP1/TLD-like
proteases are also known to be involved in type II, type III, and type
V procollagen processing and in the activation of the lysyl oxidase
zymogen (LOX;MIM# 153455) [Bonod-Bidaud et al., 2007; Ge and
Greenspan, 2006]. LOX is an extracellular copper enzyme that ini-
tiates crosslinking of collagens. Furthermore, a variety of secreted
factors and extracellular matrix proteins including the dorsalizing
agent Chordin have been additionally described as substrates of the
BMP1/TLD-like peptidases [Ge and Greenspan, 2006].
Herein, we report the identification of a homozygous missense
mutation in a highly conserved residue of the protease domain of
BMP1/mTLD in two siblings diagnosed with AR-OI type III and
show that this change inhibits the proteolytic activity of BMP1, thus
causing deficient PICP processing in patients. We propose that this
mutation is the most likely cause of AR-OI in this family.
Material and Methods
Array Hybridization
DNA samples were genotyped applying 250 ng of genomic DNA
obtained from peripheral blood to the Human 610-Quad chip (Il-
lumina, San Diego, CA) following the manufacturer’s instructions.
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) with call rates <0.95 were
excluded. Image data were analyzed using the Chromosome Viewer
tool contained in GenomeStudio V2010.3 (Illumina). Genomic po-
sitions were based upon human build GRCh37.
Genomic Sequencing
BMP1 codingexons andat least 100bpof theflanking intronswere
amplified by standard PCR (primers available on request). Prior to
sequencing, the PCR products were treated with shrimp alkaline
phosphatase and exonuclease I (ExoSapit; GE Healthcare, Piscat-
away, NJ) according to the manufacturers instructions. Sequencing
reactions were carried out using a dye terminator cycle sequencing
kit and run on an ABI 3730 sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Chromatograms were aligned and compared with the
mRNA reference nucleotide sequence of BMP1 (NM_001199.3 and
NM_006129.4) and with the corresponding genomic sequence ob-
tained from the Ensembl genome browser using Sequencher (Gene
Codes Corp, Ann Arbor, MI). Mutation name was checked using
Mutalizer http://www.mutalyzer.nl/2.0/ [Wildeman et al., 2008]. Se-
quencing of COL1A1 and COL1A2 coding exons was performed
following standard procedures.
Cell Culture and Western Blotting Conditions
Human primary fibroblasts generated from skin biopsies were
seeded in 60-mm Petri dishes (3.5 × 105 cells/dish) in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% foetal
bovine serum, 100 units/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin, 0.25
μg/ml amphotericin B (Invitrogen, Carlsbad, CA), and 50μg/ml
ascorbic acid for 24 hours at 37◦C, 5% CO2. After that, we took off
the media, washed the cells three times in phosphate buffered saline
(PBS), and kept the cultures in serum free DMEM at 37 ◦C for 15
minutes. Cells were then washed twice in PBS and incubated in 2
ml of DMEM with 50 μg/ml of ascorbic acid and 40 μg/ml of soy-
bean trypsin inhibitor for 24 hours before cell culture supernatants
were collected and protease inhibitors added as described previously
[Pappano et al., 2003]. Supernatants were subjected to SDS-PAGE
in 5% or 7% acrylamide gels to separate the high molecular weight
type I procollagen variants, except for free PICP analysis that be-
cause of its small molecular size, we used 12% acrylamide gels.
For cell layer analysis, cells were lysed during 10 minutes on ice in
RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM EDTA,
1%Triton X-100, 0.1% SDS, 1% Sodium Deoxycholate) containing
1mMPMSF (Sigma (P7626), St. Louis,MO) andprotease andphos-
phatase inhibitors (Sigma, P8340, P5726 and P0044). Lysates were
cleared at 13,000 rpm for 15 minutes at 4◦C and proteins quantified
using the BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL). SDS-PAGE gels
of supernatants or cell extracts were transferred onto nitrocellulose
membrane (GE Healthcare) and processed with ECL-Western Blot-
tingDetectionReagents (GEHealthcare). LF antibodieswere used at
1:1,500 (LF-68) or 1:3,000 (LF-42 and LF-9) dilutions, respectively.
BMP1 and mTLD were detected with an anti-BMP1 (0,2μg/ml)
antibody from R&D Systems (AF1927; R&D Systems, Minneapo-
lis, MN). Anti α-Tubulin (1:15,000) obtained from Sigma (T9026)
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served as loading control. Horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies were purchased from Jackson ImmunoResearch
(West Grove, PA).
Biochemical Analyses
Collagen biochemical analysis was performed by standard meth-
ods [Steinmann et al., 1984]. Briefly, fibroblasts were grown to con-
fluence in DMEM and 10% foetal calf serum, and then plated in
35-mm dishes. After 48 hours, medium was changed for DMEM
(lacking serum, proline, and glycine) and preincubated with ascor-
bic acid (50 μg/ml), before overnight labeling with 20 μCi [2,3,4,5-
3H]-proline and 20 μCi [2-3H]-glycine. Themedium and cell layers
were harvested separately for each sample, and a portion of them
was digested with pepsin (50 μg/ml) for 2 hours at 20◦C. Purified
procollagens and collagens were separated on 5% SDS-PAGE with
0.05 M dithiothreitol (DTT) as reducing agent, processed for fluo-
rography and exposed to X-ray films.
Plasmid Constructions and Retroviral Infections
Wild type and mutantmTLD cDNAs were generated by PCR us-
ing pfx50TM DNA polymerase (Invitrogen) and cloned into pBABE-
puro. Absence of nucleotide differences between normal and mu-
tant mTLD cDNAs other than the c.747C>G mutation was verified
by sequencing. Packaging of pBABE, pBABE-mTLD wild type, or
pBABE-mTLD-mutant was performed by cotransfecting 70% con-
fluentHEK293T cells with each one of these vectors individually and
the packaging plasmid pCL-Eco (forNIH3T3 cells) or pCL-Amphos
(for human primary fibroblats) using calcium phosphate. Super-
natants containing retroviral particles were collected at 36, 48, and
60 hours posttransfection, passed through a 0.45 μm nitrocellulose
filter, diluted 1:1 in growth medium, and applied to the cells of in-
terest with polybrene. Three consecutive infections were performed.
Twenty-four hours after the last infection, cells were selected with
puromycin (2 μg/ml) for 2–3 days before they were plated at ad-
equate density (3.5 × 105 cells/p60 for human fibroblasts or 8 ×
105 cells/p60 for NIH3T3 cells) and assayed as described above for
human primary fibroblasts.
Results
Clinical Characterization of Patients
Patients in this study include two siblings diagnosed with AR-OI
(Fig. 1A). The proband of the family (II-3) is a 15-year-old fe-
male, the offspring of first cousin normal Egyptian parents, who
was referred to us with history of recurrent fractures and bone de-
formities. She has a younger similarly affected brother, two normal
sibs, and an older deaf mute sister who was not available for ex-
amination. After normal vaginal delivery at full term, fracture of
the left tibia was noted. Since then, fractures occurred frequently
and spontaneously with an average number of 10–15 fractures/year
affecting both upper and lower limbs. On clinical examination, she
had triangular face, broad forehead, wide palpebral fissures, long
eyelashes, faint blue sclera, long philtrum, thin lips, and prominent
ears. Gross motor development was delayed and she was not able
to stand unsupported. Her mental development was normal. No
dentinogenesis imperfecta was present. Her thorax was relatively
large with increased both anteroposterior and transverse diame-
ters compressing the abdomen. She had a large umbilical hernia,
5-cm wide and 7-cm long with abdominal content, generalized
hypotonia, muscle wasting, and nocturnal enuresis. Her skin had
normal stretchability with no bruising or scars. Generalized hir-
sutism was noted. Skeletal examination showed severe generalized
deformities of all bones with consistent pain on touch, including
deformed clavicles; bilateral bowed angulated humerus, radius, and
ulna; arachnodactyly; and hyperextensibility of elbow, wrist, and
interphalangeal (IP) joints. Lower limbs showed bowing of femora,
severely angulated deformed leg bones and limited movements of
the knee joints. She also had kyphoscoliosis and pectus carinatum.
Radiological examination revealed deformed long bones with mul-
tiple fractures and callus formation, lack of bone modeling with
wide distal metaphyses of femora, serpentine thin tibiae and fibulae
in addition to S-curve scoliosis of thoracic and lumbar spine with
platyspondyly, and generalized decreased bone density (Fig. 1B–G).
SkullX-ray showedwormianbones.Anthropometricmeasurements
at 13 years of age were below normal for weight (–3.8 SD), length
(–11.5 SD) and head circumference (–3.0 SD). Bone densitometry
(DEXA) at 15 years revealed borderline osteoporosis at the hip and
spine (Z-score –2.22, –2.13, respectively).
Patient II-6 is the 5-year-old younger brother of patient II-3.
Bilateral femoral bowing was detected intrauterine by fetal ultra-
sound and fracture of both femora was noted at birth. Recurrent
fractures of both upper and lower limbs occurred with an average
rate of 15/year. He had facial features, no dentinogenesis imper-
fecta, and normal mentality similar to his sister. He was not able to
stand unsupported. Skeletal examination revealed generalized bone
deformities; hyperextensibility of elbows, wrists, and IP joints; and
arachnodactyly.He alsohad a relatively large thorax compressing the
abdomen with a large umbilical hernia (4-cm wide and 5-cm long
with abdominal contents). X-ray survey revealed wormian bones of
skull, deformed long bones with lack ofmodeling, fractures and cal-
lus formation, scoliosis, platyspondyly, and wide symphyses pubis
(Fig. 1B and H). Anthropometric measurements were below nor-
mal for weight (–3.7 SD) and length (–7.2 SD) with normal head
circumference (–0.8 SD). Bone densitometry (DEXA) at 5 years
revealed borderline osteoporosis at the spine (Z-score –1.63) and
osteoporosis at the left femur (Z-score –2.75). Audiological and
cardiovascular examinations of both patients were unremarkable.
Serum calcium and phosphate were normal, while alkaline phos-
phatase levels were slightly high. Both patients were diagnosed as
OI Sillence type III, and cyclic IV biphosphonate injections were
started. All studies and investigations involving the proband and
other members of her family were performed in accordance with
the ethical standards of the Medical Research Ethics Committee of
the National Research Centre (Egypt), and all DNA samples were
obtained with appropriate informed consent.
Genetic Analysis
Genetic studies in this family were performed by genome-wide
homozygosity mapping in the affected children and in two normal
sibs. To do this genomic DNA from each individual was hybridized
to whole-genome high-density SNP arrays and the four resulting
SNP genotypes were analyzed with Illumina software. The result of
this study showed none of the patients to be homozygous at the
CRTAP, PPIB, SERPINH1, SP7, and SERPINF1 loci, while only one
of the affected children was homozygous for LEPRE1 and FKBP10,
thus indicating further genetic heterogeneity in AR-OI. Sequenc-
ing of COL1A1 and COL1A2 coding exons in patient II-6 revealed
no mutations in these genes (Fig. 1A). This prompted us to search
for the causative gene, and so, we used the genotypes generated by
the array hybridizations to look for blocks of homozygosity shared
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Figure 1. Clinical and radiological features of the patients studied
in this report. A: Family pedigree showing parental consanguinity. The
proband is indicated with an arrow. B: Severe bone deformities in both
affected sibs. C–D: Panels illustrate severe kyphoscoliosis (C) and rela-
tively large thorax, small abdomen and large umbilical hernia (arrow) in
the proband (D). E: X-ray of the spine of the proband showing S-curve
scoliosis of thoracic and lumbar spine and platyspondyly. F: X-ray of the
left leg of the proband showing serpentine bowing and osteoporosis of
tibia and fibula. G: X-ray of the right humerus showing healed fractures,
angulations, and lack of bone modeling in the proband. H: X-ray of the
pelvis and both femora of patient II-6 showingmultiple healed fractures,
with bowing, and lack of bone modeling.
by both individuals with OI. Taking an arbitrary cutoff of 1 MB
of consecutive homozygous SNPs, we identified two large homozy-
gous DNA regions on chromosomes 3 and 8p, which were present
in the patients but absent in the other two normal siblings. The
homozygous region on chromosome 3 expanded 35.4 MB around
the centromere and contained 151 genes. The 8p region consisted
of 10.27 MB and contained 84 genes.
Identification of a Missense Mutation in BMP1
Analysis of candidate genes comprised in each DNA fragment re-
vealed thepresenceofBMP1within the chromosome8 region.Given
the nature of the disease, we considered this gene to be the best func-
tional candidate.Moreover, a recent report has shown that dominant
missense mutations in the C-terminal cleavage site of COL1A1 or
COL1A2, which disrupt PICP processing, cause OI [Lindahl et al.,
2011]. Hence, we direct sequenced all 21 coding exons (including
those that are alternatively spliced) and exon–intron boundaries
of BMP1 in the proband of the family and found a homozygous
c.747C>Gnucleotide change in exon 6 that causes the substitutionof
phenylalanine at position 249 to leucine (p.Phe249Leu) (Fig. 2A and
2B). Themutation was numbered with respect to the NM_006129.4
reference sequence taking the A of the first ATG as nucleotide +1,
following the current nomenclature guidelines [den Dunnen and
Antonarakis, 2000; den Dunnen and Paalman, 2003]. Phe249 is a
residue contained within the peptidase domain of BMP1/mTLD
that is conserved in all members of the astacin family of metallo-
proteases independently of their substrate and whether they are of a
vertebrate or invertebrate origin (Fig. 2C). Functionally, this amino
acid is thought to be involved in internal bonds within the astacin
protease module [Bond and Beynon, 1995; Guevara et al., 2010].
Segregation analysis of the mutation within the family showed the
two affected children tobehomozygous for the c.747C>Gnucleotide
change, while the normal sister (II-2) and brother (II-4) fromwhom
DNA was available and the parents carried the mutation in the het-
erozygous state. To exclude the possibility of c.747C>G being a rare
polymorphism, we checked normal controls for the presence of the
c.747C>Gchange by direct sequencing. Themutationwas not found
in 100 control chromosomes of the same ethnic origin or in 884 nor-
mal chromosomes from controls of European ethnicity. c.747C>G
is not listed as a polymorphism in any of the public databases.
Deficient Procollagen I C-Terminal Processing
in Patient Fibroblasts
Subsequently, we established dermal fibroblast cultures from skin
biopsies of the two siblingswithOI, their heterozygous normal sister
(II-2), and anunrelated control individual to test whether PICPpro-
cessing was altered in patients. Serum-free supernatants from cul-
turedfibroblasts treatedwith ascorbic acidwere analyzedbyWestern
blotting using LF-68, LF-42, and LF-9 proα1(I) antisera. These an-
tibodies were a generous gift from Dr. Larry Fisher (National Insti-
tute of Dental and Craniofacial Research, NIH, Bethesda, MD) and
were raised specifically against proα1(I) C-telopeptide, proα1(I) C-
propeptide, and proα1(I) N-propeptide, respectively [Fisher et al.,
1987, 1995]. Thus, LF-68 can detect α1(I) and all forms of proα1(I),
while LF-9 and LF-42 distinguish between proα1(I) chains con-
taining the N-propeptide or C-propeptide, respectively (Fig. 3A).
Western Blot analysis of supernatants from control cells using LF-
68 showed a major proα1(I) band and two minor intermediately
processed proα1(I) forms referred as pCα1(I) and pNα1(I), each
one of these being exclusively recognized by LF-42 or LF-9 (Fig. 3B
and 3C). pCα1(I) has lost the aminopropeptide but retains the
largerC-terminal propeptide,whereas pN1α(I) lacks theC-terminal
propeptide and retains the N-propeptide (Fig. 3A). Compared to
control cells, LF-68 analysis of supernatants from patient-derived
cells demonstrated a significant decrease in the amount of pNα1(I)
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Figure 2. Identification of amissensemutation in BMP1 in individuals with AR-OI.A: Exon–intron structure of the two alternative spliced isoforms
(BMP1 and mTLD) transcribed from the BMP1 locus. B: Sequence analysis of genomic DNA from a control (ctrl), a heterozygous individual (ht),
and one of the patients (p) showing the c.747C>G transversion in BMP1 exon 6 (red and squared nucleotide). C: Multiple sequence alignment of a
fragment from the catalytic domain of different astacin-like metalloproteases from diverse organisms showing conservation of the F249 residue
labeled in red. The lower cluster of sequences corresponds to protein members of the BMP1/tolloid-like subgroup of astacin-like metalloproteases
both from vertebrate and invertebrate organisms. Aaa_Asta, astacin from the crayfish A. Astacus (P07584), Tpa_My01 myosinase from giant squid
Todarodes pacificus (Q8IU46), Cel_Nas13 metalloproteinase from Caenorhabditis elegans, (Q20191), Qu_Cam-I from quail (AAA20842.1), Hu_Ovast,
human ovastacin (Q6HA08), Hu_MEPα (Q16819) and Hu_MEPβ (Q16820), human meprins α and β , Hvu_Hmp1 (AAA92361.2) and Hvu_Hmp2
(AAD33860.1) fromHydra vulgaris, Spu_Span from sea urchin (P98068), Lpo_Astm from the horseshoe crab Limulus polyphemus (B4F320), Ola_Hce1
(NP_001188427.1) and Ola_Lce1 (NP_001098292.1) from medaka fish Oryzias latipes, Dr_tld, Drosophila tolloid (NP_524487.2), Ate_tll, tolloid-like
peptidase from the spider Achaearanea tepidariorum (Q75UQ6), Ci_Bmp1 from Ciona intestinalis (NP_001071840.1), Da_Bmp1a from Danio rerio
(NP_001035126.1), Xe_Bmp1 from Xenopus laevis (AAI70427.1), Mu_Bmp1 from Mus musculus (NP_033885.2), Hu_BMP1/mTLD, Hu_TLL1 and
Hu_TLL2 human BMP1/TLD-like proteases (NP_001190.1/NP_006120.1, NP_036596.3 and NP_036597.1). For most of the proteins shown here, a
wider sequence alignment of the catalytic domain and information about substrate specificity have been described previously [Bond and Beynon,
1995; Guevara et al., 2010].
with respect to pCα1(I) in both patients, thus indicating diminished
PICP-peptidase activity in homozygous mutant cells (Fig. 3B and
C). In agreement with this, we also detected decreased concentra-
tion of free PICP in the supernatants of patient cells after probing
an equivalent loaded gel made at a higher percentage of acrylamide
with LF-42 (Fig. 3B). Nevertheless, pNα1(I) and free PICP were
both detected in patient fibroblasts, and so there is residual PICP-
peptidase activity from the mutant enzyme or from other proteases
in the culture. Cell cultures derived from heterozygous individual
II-2 were found slightly impaired in procollagen I C-terminal pro-
cessing as the pCα1(I)/pNα1(I) ratio in LF-68 blots was increased
in these cells (1.7) with respect to control fibroblasts (0.9) (Fig. 3B).
Steady-state procollagen processing was additionally analyzed in fi-
broblast cultures. This showed diminished pNα1(I), pNα2(I) and
fully processed α1(I) and α2(I) in the supernatants of patient fi-
broblasts compared to the heterozygous control culture, hence cor-
roborating impaired processing of type I procollagen in patient cells
(Supp. Figure S1A). Pepsin-treated procollagens purified from the
medium and cell layers of both patient and heterozygous fibroblasts
showed a normal migration patterns of collagen type I, III, and
V, indicating lack of collagen overmodification (Supp. Figure S1B).
Next, we checked whether the Phe249Leu mutation could trigger
BMP1/mTLD degradation due to possible missfolding, however no
significant differences in the intensity of bands corresponding to
mTLD or BMP1 were detected between cell extracts from control
andmutant fibroblasts on western blot analysis using an anti-BMP1
antibody (Supp. Figure S2).
Mutant mTLD Shows Impaired Proteolytic Activity
To confirm that the Phe249Leu substitution inhibits
BMP1/mTLD-mediated PICP cleavage, we used puromycin-
resistant retroviral vectors to deliver normal or mutant mTLD
cDNAunder control of a constitutive promoter intoNIH3T3mouse
HUMAN MUTATION, Vol. 00, No. 0, 1–8, 2011 5
Figure 3. Phe249Leu impairs type I procollagen C-propeptide protease activity of BMP1/mTLD. A: Diagram representing unprocessed type I
procollagenand intermediate variants following removal of theNorC-terminal propeptides. LFantibodiesareshownunderneath their corresponding
epitope. B: Western blot analysis of supernatants from fibroblasts derived from patients II-3 and II-6, their heterozygous sibling (II-2), and an
unrelated normal control (C) incubated with the indicated LF antibodies to monitor proteolytic processing of proα1(I). For each sample the volume
of supernatant loaded per total amount of protein in the cell extracts of the corresponding culture was the same (15μl, 14μl, 15μl, and 18μl were
loaded for samples C, II-3, II-6, and II-2, respectively). Analysis of proα1(I) variants is shown in the upper panel and free PICP analysis with LF-42
is in the lower panel. Compared to controls, patients have lower levels of pNα(I) and free PICP, while pCα1(I) is accumulated. Slight impairment of
PICP-processing is detected in the heterozygous individual II-2. Quantification of the pCα1(I)/pNα1(I) ratio in each lane using densitometry data
from two independent LF-68 blots is shown in the graph on the right. C: Western blot analysis of supernatants run in parallel and probed with the
indicated antibodies demonstrating the propeptide composition of each of the intermediately processed proα1(I) bands. D: Western blot analysis
of supernatants from NIH3T3 cell cultures overexpressing wild type mTLD (mTLD-wt) or Phe249Leu mTLD (mTLD-mut). Cells infected with the
empty retroviral vector (pBABE-puro) were used as control (Control). 30 μl of supernatant from each culture with the same number of cells were
loaded in each lane. Both LF-68 and LF-42 antibodies detected a dramatic decrease in unprocessed proα1(I) that is converted into a smaller size
C-terminally processed variant when mTLD-wt is overexpressed. Since LF-9 does not crossreact with the murine N-propeptide, we could not use
this antibody, and hence, the processed variant detected by LF-68 is assumed to correspond to pNα1(I) because of its size and because it is not
recognized by LF-42. The amount of mTLD-wt and mTLD-mut in the media of the corresponding culture was demonstrated by reprobing the upper
LF-blots with anti-BMP1. E: Western blot of supernatants from a control individual (C) and patient II-3 fibroblast cultures infected with retroviral
vectors as in panel D and probed against LF antibodies. Only expression of mTLD-wt strongly improves PICP-protease activity both in patient and
control cells as demonstrated by the augmented pNα1(I)/pCα1(I) ratio and reduction of unprocessed proα1(I). Levels of mTLD variants in the media
were monitored with anti-BMP1.
fibroblasts. Following viral infection, puromycin was added to the
media to generate homogenous cultures, in which all surviving cells
carry the recombinant vector integrated into their genome. After
antibiotic selection, cells were plated at 8 × 105/p60 dish density
and treated in the same way as described for human primary fi-
broblasts. Western blotting of serum-free supernatants using LF-68
and LF-42 showed that the vast majority of proα1(I) secreted into
the media by NIH3T3 fibroblasts overexpressing wild-type mTLD,
had lost the C-terminal propeptide and had been processed into a
smaller size proα1(I) variant. In contrast, the supernatants of cells
overexpressing mutant mTLD were found with similar levels of
proα1(I) C-terminal processing as the control cells transduced with
the empty retroviral vector, thus indicating that the Phe249Leumu-
tation causes strong reduction of theBMP1/mTLDproteolytic func-
tion and confirming the pathogenicity of the mutation (Fig. 3D).
The presence of equivalent levels of normal or mutant mTLD in
the media of NIH3T3 cultures was verified by reprobing the LF-68
and LF-42 blots with anti-BMP1 (Fig. 3D). We repeated the same
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experiment using retroviral-mediated expression of normal and
mutant mTLD in human primary fibroblasts and found the same
result with only expression of the wild-type protein being able to
rescue the phenotype of mutant fibroblasts (Fig. 3E).
Discussion
TwoOI patients have been recently reported by Lindahl et al., one
with a dominant missense mutation in the COL1A1 C-propeptide
cleavage site and another one with a dominant missense mutation
in the C-propeptide cleavage site of COL1A2. Both patients were
described with a mild phenotype including fractures, radiographic
osteopenia, and wormian bones. Mild tibial bowing was found in
one of the cases. Biochemical analysis of collagens in cells derived
from these patients showed minimal alteration of the triple he-
lix folding process, but delayed processing of type I procollagen
secreted into the media, hence indicating that abnormal PICP pro-
cessing is a cause of OI in humans [Lindahl et al., 2011]. As PICP
is critical for the initiation of chain folding, these mutations differ
from those placed in the C-terminal propeptide region that inter-
feres with the formation of the triple helix [Chessler et al., 1993;
Khoshnoodi et al., 2006]. The patients we report here have a more
severe phenotype than the cleavage site mutation patients described
by Lindahl et al. [2011]. This could be explained by the fact that de-
ficient BMP1/mTLD function alters C-terminal processing of both
procollagen (I) chains simultaneously leading to low levels of fully
processed type I collagen, which in our patients according to the
negligible BMP1/mTLD activity detected in the overexpression ex-
periments, will be essentially depending on the activity of TLD-like
proteins. Furthermore, since the Phe249Leu change lies within the
BMP1/mTLD catalytic protease domain, it is highly probable that
processing of other BMP1/mTLD substrates including fibrillar type
II and III procollagens, activation of LOX zymogen, as well as pro-
cessing of other secreted factors and extracellular matrix proteins
is compromised in our patients [Ge and Greenspan, 2006]. In ad-
dition, the possibility of other genome variants contributing to the
phenotype spectrum in this family cannot be ruled out.
Our data indicate that the phenotype resulting from diminished
function of BMP1 in human diverges from that of Bmp1–/- mice.
This is similar to the SERPINF1 situation, as no features resembling
OI were described in SerpinF1-deficient mice [Becker et al., 2011;
Doll et al., 2003]. Bmp1 homozygous knockout mice are perinatal
lethal and although it is unknown whether they could have devel-
oped OI later in life, they do not show gross skeletal abnormalities
at the time of birth excepting for reduced ossification of some skull
bones [Suzuki et al., 1996]. In contrast, patient II-6wasdetectedwith
femoral bowingduring intrauterine examination andbone fractures
were noted at birth in both patients. C-terminal processing of type
I procollagen secreted into the media by Bmp1–/- mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) was demonstrated to be reduced, nevertheless
these cells were still producing fully processed type I collagen chains
[Suzuki et al., 1996]. We also detected residual PICP-protease activ-
ity in the fibroblasts fromour patients, however further experiments
comparing human and mouse cells under the same methodology
are necessary to understand whether the remaining PICP-protease
activity in mutant human fibroblasts is lower than that of the Bmp1
knockout cells. PICP processing was nearly undetectable in dou-
ble knockout Bmp1–/-;Tll1–/- fibroblasts and thus Tll1 is the protein
designated to be accountable for the remaining PICP activity of
Bmp1–/- MEFs. Bmp1–/-;Tll1–/- mice are embryonic lethal owing to
cardiac failure and evaluation of skeletal abnormalities in this geno-
type was not achieved [Pappano et al., 2003]. A possible explanation
for the human/mouse phenotypic differences could be a more es-
sential role for BMP1/mTLD in protein processing in the human
skeletal system than in mice, or in other words TLD-like proteases
could compensate less in the human skeleton. It is also possible that
the process of collagen fibril assembly in mice is more resilient to
the presence of unprocessed type I procollagen molecules. There is
however one phenotypic aspect in common between Bmp1 knock-
out mice and the human phenotype. Bmp1–/- mice were reported
with consistent herniation of the gut and both the proband and her
affected brother have large umbilical hernias with intestinal con-
tent. It was suggested that this mouse phenotype could be due to
lack of tensile strength in the ventral body wall secondary to abnor-
mal collagen fibril formation. Additionally, since BMP1 is involved
in processing dorso-ventral patterning factors such as Chordin, this
could also play a role in this particular phenotypic feature [Ge and
Greenspan, 2006; Suzuki et al., 1996]. The broad function of BMP1
includes processing of type III and typeV procollagens that are asso-
ciatedwith specific forms of EDS ([EDS type III–IV;MIM#s 130020,
130050] and [EDS type I–II; MIM#s 130000, 130010] linked to col-
lagen III and V, respectively). Our patients lack the skin increased
stretchability and fragility and the joint hyperextensibility charac-
teristic of EDS but have in common blue sclera, kyphoscoliosis, and
presence of hernia that in EDS is usually inguinal but umbilical in
our cases.
In summary, we describe a mutation associated to severe AR-OI
(OI type III) in an additional gene, BMP1, which extends further
the list of genes that are mutated in this heterogeneous disorder.
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Supp. Figure S1. Steady-state analysis of procollagen processing. A-B. Medium and cell 
layers from confluent fibroblast cultures of the heterozygous sister (II-2) and patients (II-3 
and II-6) were radiolabeled for 16 hours, harvested separately and split into two equal 
amounts for the analysis of unpepsinized (A) and pepsinized (B) procollagens. Ethanol 
precipitated procollagens were run in reduced (+DTT) conditions. The results in A are 
indicative of abnormal procollagen processing in the patients as evidenced by the near 
absence of fully processed α1(I) and α2(I) and diminished amount of pNα1(I) and pNα2(I) 
in patient cells (asterisks). Diamonds designate increased pCα1(I) in the patient lanes. 
Normal electromobility of pepsinized collagens is shown in B. 





















Supp. Figure S2. Endogenous BMP1 and mTLD levels in 
primary fibroblasts. Western blot showing similar levels of 
BMP1 and mTLD in whole-cell protein extracts from control (C) 
and patient (II-3 and II-6) fibroblasts. 50 μg of total protein were 
loaded in each lane. The band labelled as mTLD migrates to the 
same position on the gel as the overexpressed mTLD (see figure 
3D). α-Tubulin used as loading control is shown in the lower 
panel.  
 
 
